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RESUMEN 
 
 
Se desarrolló un método cuantitativo por HPLC para la determinación de Ácido 
Fenilglioxílico (PGA) y Ácido Mandélico (MA), biomarcador para determinar la 
exposición a estireno; post ensayos preliminares, se optimizó el mismo. Las 
condiciones cromatográficas son: columna C18 x 4,6 mm x 150 mm (5 µm); flujo 
0,8 mL/min; volumen de inyección 5 µL; fase móvil buffer K2HPO4 10 mM pH 2,8: 
Acetonitrilo (90:10); longitud de onda: 254 nm; temperatura 30 °C. La veracidad 
del método para el análisis de PGA en orina se determinó con Bio-rad (MRC: 
muestra de referencia certificada). Los resultados de PGA fueron 45,407 mg/L 
(Bio-Rad Nivel 1) y 218,085 mg/L (Bio-Rad Nivel 2). Se aplicó la t-Student en los 
datos señalados, cuyos resultados no se diferenciaron significativamente al valor 
de la MRC. Se usó la recuperación para determinación de la veracidad de MA. 
El promedio de las recuperaciones en el Nivel 1 (99,9827) y en el Nivel 2 
(99,9727) no presentó diferencia significativa con respecto al valor teórico 
(recuperación 100 %). 
 
Palabras clave: estireno, ácido fenilglioxílico, ácido mandélico, HPLC, 
biomarcadores. 
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SUMMARY 
 
 
A quantitative HPLC method was developed for the determination of 
Phenylglyoxylic (PGA) and Mandelic Acid (MA), a biomarker for determination of 
styrene exposure; post preliminary tests, the same was optimized. 
Chromatographic conditions are: C18 x 4.6 mm x 150 mm (5 μm) column; flow 
0.8 ml / min; injection volume 5 μL; mobile phase buffer 10 mM K2HPO4 pH 2.8: 
Acetonitrile (90:10); wavelength: 254 nm; temperature 30 ° C. The veracity of the 
method for the analysis of PGA in urine was determined with Bio-rad (MRC: 
certified reference sample). The PGA results were 45,407 mg / L (Bio-Rad Level 
1) and 218,085 mg / L (Bio-Rad Level 2). The t-Student was applied in the data 
indicated, whose results were not significantly different to the value of the MRC. 
Recovery was used to determine the accuracy of MA. The average of recoveries 
at Level 1 (99.9827) and at Level 2 (99.9727) is not significant difference from 
the theoretical value (recovery 100%). 
 
Keywords: styrene, phenylglyoxylic acid, mandelic acid, HPLC, biomarkers. 
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I. INTRODUCCIÓN 
El estireno es uno de los monómeros más importantes que produce la industria 
petroquímica actual, más de una cuarta parte del benceno consumido se destina 
a la fabricación de estireno. La utilización del estireno es amplia y se establece 
la siguiente distribución: 10 % se utiliza en la industria del caucho sintético,  el  
90 % restante en plásticos y resinas. 1 
El estireno es un constituyente de disolventes orgánicos ampliamente utilizado 
en la industria para la producción de diversos materiales sintéticos, en la 
fabricación de caucho sintético, resinas, poliésteres, plásticos, los aceites 
minerales y de los copolímeros del estireno, los cuales se efectúan sobre todo 
en masa o en emulsión a temperaturas comprendidas entre 150 °C y 300 ºC, 
causando contaminaciones ambientales e industriales generalizadas. 1 
En los últimos años, el Perú ha experimentado en su producción de productos 
plásticos un ritmo de crecimiento relativamente importante, con tasas por encima 
del 5 % (en el año 2000 creció un 6,6 %), que ha estado impulsada por consumo, 
inversión, y por la mayor variedad en el número de aplicaciones que se le pueden 
dar a estos productos industriales en diferentes sectores económicos. La 
actividad productiva se concentra principalmente en la elaboración de envases 
PET (politereftalato de etileno), seguido por el policloruro de vinilo y en menor 
proporción por el polietileno y polipropileno. La producción de todos estos tipos 
de envases plásticos implica para su fabricante el uso necesario de insumos 
químicos derivados del petróleo, entre ellos unos de los principales  es el 
estireno. 1,2 
La exposición ambiental a estireno resulta principalmente del humo de 
cigarrillos, del tubo de escape del motor de los vehículos, de las alfombras recién 
instaladas que contienen un caucho de estireno-butadieno, y de los adhesivos 
de látex. También el estireno se produce de forma natural en algunos alimentos 
(fresas, trigo, maní, carne de res, y especias) y producida de forma natural como 
metabolito en los procesos de elaboración de algunos alimentos (vino, cerveza, 
cereales y quesos). 2,3 
Debido a la creciente preocupación acerca de las sustancias tóxicas como el 
estireno en el medio ambiente y los lugares de trabajo, cada vez es más 
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importante controlar este solvente químico y sus metabolitos con el fin de evaluar 
los riesgos y el potencial de riesgo sobre la salud de los trabajadores.  
El Consejo Nacional de Investigación de los Estados Unidos a través de su 
Programa Nacional de Toxicología de cancerígenos incluyó, en su informe 12°, 
al estireno como un agente carcinógeno humano; aunque también sugiere 
mayores investigaciones para determinar la cantidad exacta de exposición que 
podría causar cáncer. 1,4 
La Agencia Internacional de Investigación sobre el Cáncer (IARC), basado en 
datos disponibles para humanos y animales, ha clasificado al estireno como un 
posible carcinógeno humano (grupo 2B). 4,5 
El Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo del Gobierno de 
España (INSHT) en el “Documento de Límites de Exposición Profesional para 
agentes químicos” da valores Límites Ambientales de referencia para el estireno: 
valor de exposición diaria (VLA-ED): 20ppm (86mg/m3) y valor de exposición de 
corta duración (VLA-EC): 40ppm (172mg/m3). 6 
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1.1 OBJETIVO GENERAL 
Evaluar el desarrollo de un método cuantitativo por HPLC para la determinación 
de ácido fenilglioxílico y ácido mandélico, como indicadores biológicos de la 
exposición a estireno. 
1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Optimizar los parámetros cromatográficos para la separación del ácido 
fenilglioxílico y ácido mandélico de otros metabolitos endógenos de la 
orina. 
2. Establecer la confiabilidad del método cuantitativo desarrollado para el 
monitoreo biológico de trabajadores expuestos a estireno, según los BEI´s 
del ACGIH. 
3. Cuantificar ácido fenilglioxílico y ácido mandélico en orina de personas 
expuestas a estireno. 
4. Desarrollar un método cuantitativo sencillo y viable para su aplicación en 
laboratorio de diagnóstico clínico toxicológico. 
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II. GENERALIDADES 
2.1 ESTIRENO 
2.1.1 PROPIEDADES FISICOQUÍMICAS 
a. FÍSICAS: 
El estireno es un líquido aceitoso e incoloro de olor aromático, 
también es conocido por otras denominaciones: monómero de 
estireno, vinilbenceno, cinameno, cinnamol, estiroleno, estirol, 
feniletileno, fenileteno, etinilbenceno. Es un derivado vinílico del 
benceno de fórmula molecular C6H5–CH=CH2. Es insoluble en 
agua y soluble en alcohol, éter o acetona. El estireno es un líquido 
inflamable cuyos vapores pueden formar mezclas explosivas en el 
aire. 1,6  
Tabla 1: Propiedades físicas del Estireno. 
 
Fuente: Instituto Vasco de Seguridad y Salud Laboral. 1 
 
b. QUÍMICAS: 
El estireno no tiene acción corrosiva sobre los metales, 
exceptuando el cobre y sus aleaciones, con el que reacciona y 
toma color. La oxidación del estireno produce aldehídos y 
peróxidos que pueden actuar como catalizadores de 
polimerización. Todos los productos oxidantes reaccionan de forma 
violenta con el estireno. El ácido sulfúrico concentrado le ataca, con 
formación de ácidos xilensulfónicos. El estireno disuelve ciertos 
5 
 
cauchos o materias plásticas. Es un compuesto con un poder 
reactivo elevado, polimerizándose fácilmente a temperatura 
ordinaria con formación de poliestireno. Esta polimerización se 
potencia bajo la acción de la luz, calor o diversos productos 
químicos, que puede llegar a provocar explosión. Para paliar su 
tendencia a la polimerización, el estireno se estabiliza añadiéndole 
un inhibidor, habitualmente de 10 a 15 ppm de 4-terbutilcatecol. 
Esta inhibición no se produce si no hay oxígeno y disminuye 
rápidamente si la temperatura se eleva por encima de 25 ºC. 1,7 
 
2.1.2 USOS 
Durante más de 70 años, el estireno se ha utilizado como elemento 
químico fundamental para fabricar los materiales que se usan en una 
amplia variedad de productos de consumo (envases de alimentos, 
neumáticos de goma, cascos de barcos, tablas de surf, etc.) El estireno 
no solo se polimeriza para producir plástico de poliestireno, sino también 
para producir el plástico ABS (Acrilonitrilo Butadieno Estireno) que se 
usa en los bloquecitos de los niños y el caucho SBR (Caucho estireno-
butadieno) que se usa para fabricar neumáticos, junto con muchas otras 
aplicaciones. 
El estireno interviene en la síntesis de muchos derivados químicos 
aplicables a una amplia variedad de industrias. A través de los métodos 
utilizados corrientemente en la tecnología del plástico, el estireno es 
polimerizado para producir una vasta cantidad de polímeros y 
copolímeros. De estos, los más importantes son: poliestireno, 
poliestireno de alto impacto, poliestireno expandido, estireno acrilonitrilo 
(SAN), acrilonitrilo butadieno estireno (ABS), resina poliéster, látex y 
caucho sintético. 1,6 
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2.1.3 FUENTES DE CONTAMINACIÓN 
Se puede encontrar estireno en el aire, el suelo y el agua luego de ser 
liberado durante su manufactura, uso y disposición de productos de 
estireno.  
- Aire: el estireno se degrada rápidamente en el aire, generalmente en 
1 ó 2 días. 
- Agua y suelo: El estireno se evapora desde suelos poco profundos 
y de agua de superficie. El estireno que permanece en el suelo o el 
agua puede ser degradado por bacterias y otros microorganismos. 
De estos medios ambientales ya contaminados, la manera principal a 
través de la cual se puede exponer al estireno es respirando el aire que lo 
contiene (producto de su uso o manufactura industrias, gases emitidos 
por los automóviles, humo de cigarrillos). 3,8 
El aire rural o suburbano generalmente contiene concentraciones de 
estireno más bajas que el aire urbano. El aire puertas adentro a menudo 
contiene niveles de estireno más altos que el aire libre. 
* 0,06 - 4,6 partes por billón (ppb) al aire libre. 
* 0,023 – 11,5 ppb en aire puertas adentro. 
Con respecto a una contaminación desde agua y/o suelo, ocasionalmente 
se detecta estireno en muestras de agua subterránea, agua potable o 
suelo, lo cual es una exposición de niveles bajos de esta sustancia. 3,8 
La probabilidad más alta de exposición ocurre en la industria de plásticos 
reforzados, en donde los trabajadores pueden estar expuestos a 
concentraciones altas de estireno en el aire además de estar expuestos a 
estireno líquido o a resinas. 3,8 
2.1.4 TOXICOCINÉTICA 
2.1.4.1 ABSORCIÓN 
* Vía respiratoria: La exposición humana a estireno se produce 
principalmente por inhalación. 
* Vía oral: Por ingestión accidental de estireno líquido. 
* Vía cutánea: A través del contacto con la piel cuando está en estado 
líquido. 1,7 
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2.1.4.2 DISTRIBUCIÓN 
Tras la exposición por inhalación, la cantidad de estireno absorbido 
corresponde a un 60 % a 70 % de la dosis inhalada. Varía en función 
de los individuos y de las características de la ventilación pulmonar 
durante la exposición. La velocidad de absorción cutánea es mayor que 
la del resto de los hidrocarburos aromáticos simples (12 mg/cm2/h). 1,7 
El estireno satura el organismo rápidamente (en 30 - 40 minutos).   El 
85 % del estireno inhalado y retenido en el organismo, se metaboliza 
fundamentalmente en el hígado. En menor cantidad, en el tejido 
muscular y en el pulmón. 1,7 
Cierta cantidad de estireno se fija sin metabolizar en el tejido adiposo 
subcutáneo y es susceptible de ser movilizada. 
El estireno es oxidado en el hígado por la acción de las oxidasas de 
función mixta-Citocromo P450 dependientes, transformándose en 
epoxi-7,8-estireno, altamente reactivo. Éste es hidrolizado y se 
transforma en estirenoglicol, en presencia de un sistema generador de 
NADPH. Este metabolito se oxida después, formándose ácido 
mandélico. 1,8 
Cuando la exposición es intensa (más de 100 ppm), la concentración 
in vivo de ácido mandélico es suficiente para estimular otra vía de 
transformación: La descarboxilación del ácido mandélico en alcohol 
bencílico, precursor del ácido hipúrico. 
Menos del 1 % de estireno se oxida en  el anillo  aromático  dando 3,4-
óxido de estireno, convirtiéndose éste en 4-vinilfenol. 1,8 
 
2.1.4.3 TRANSFORMACIÓN Y METABOLISMO 
El estireno se metaboliza en los seres humanos en ácido mandélico y 
ácido fenilglioxílico, cuya concentración total es el biomarcador sugerido 
por la ACGIH para la exposición ocupacional. El 10 % del estireno 
absorbido es eliminado del cuerpo como PGA y 85 % como MA. 12 La 
mayoría del material absorbido (aproximadamente 90 %), en humanos, 
es metabolizado en el hígado por oxidación del grupo vinilo a óxido de 
estireno, siendo el 7,8-óxido de estireno el metabolito más reactivo 
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(epóxido altamente reactivo) y el cual es considerado responsable de 
posibles efectos genotóxicos por su enlace covalente que favorece su 
unión a macromoléculas. Este 7,8-óxido de estireno (7,8-SO) es 
principalmente hidrolizado a glicol estireno por la hidrolasa epóxido 
microsomal y consiguientemente es oxidado por el alcohol 
deshidrogenasa y aldehído deshidrogenasa. Para la formación de los 
metabolitos urinarios ácido fenilglioxílico (siendo la ruta mayoritaria) y 
ácido mandélico los cuales representan el 95 % del estireno en orina. 
Un compuesto intermedio del metabolismo del estireno es el ácido 
benzoico y tiene como metabolito urinario al ácido hipúrico en orina. La 
vía metabólica de estireno se describe en la Figura 1. 1,8 Muchos autores 
indican que la genotoxicidad inducida por estireno es debido a su 
metabolito electrófilo 7,8-SO, ya que el estireno y 7,8-SO inducen 
aductos de ADN y rompimiento en las hebras de ADN de los 
trabajadores expuestos. Sin embargo, una reciente reevaluación de 
diversos criterios de valoración genotóxicos destacó varias 
inconsistencias en el conocimiento actual, en general, sobre la 
generación de genotoxicidad. Por ello, otros autores han postulado que 
el estrés oxidativo que surge como un desequilibrio entre moléculas 
oxidantes y antioxidantes también puede contribuir a los efectos 
genotóxicos del estireno. Los estudios in vitro han demostrado que la 
exposición a estireno y 7,8-SO induce un aumento de la peroxidación 
de lípidos y la oxidación del ADN, así como la disminución de glutatión. 
El gen hOGG1 está implicado en el daño del ADN por oxidación, 
asociado con la exposición a estireno. En particular la actividad del gen 
hOGG1 está relacionada con los niveles de guanina oxidada (los 
radicales hidroxilos tienen como objetivo el nucleótido de guanina). 
 
2.1.4.4 ELIMINACIÓN Y EXCRECIÓN 
El  estireno  se elimina  con rapidez (el 85 % en 24 horas). Menos del 
5 % del estireno absorbido se elimina como tal en el aire exhalado. En 
el hombre, el ácido mandélico, o se excreta como tal en la orina, o 
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continúa oxidándose a ácido fenilglioxílico, que también se excreta por 
vía renal. 2,4 
La vida media del ácido fenilglioxílico en orina (alrededor de 9 horas) 
es mayor que la del ácido mandélico (alrededor de 4 horas), y está en 
función de la intensidad de la exposición. En el hombre expuesto 
durante 8 horas a vapores de estireno, aproximadamente el 85 % de la 
dosis absorbida se elimina como ácido mandélico y el 10 % como 
fenilglioxílico. El 4-vinilfenol también se elimina por vía renal. Algunos 
medicamentos u otros productos industriales pueden interferir en el 
metabolismo del estireno: En las ratas, el tratamiento con Fenobarbital 
aumenta el metabolismo del estireno a óxido de estireno. La exposición 
simultánea con fenilglicol y/o etilbenceno aumenta la eliminación de 
ácido mandélico. El consumo de alcohol retrasa varias horas la 
metabolización del estireno y como consecuencia, la eliminación de sus 
metabolitos. 1,8 
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Figura 1: La vía metabólica de estireno.  
Fuente: Determination of Occupational Exposure to Aromatic Solvents Through Metabolite 
Monitoring Using Isocratic HPLC (Aspey L., Pereira D., Milton.) Thermo Fisher Scientific. 2008. 9 
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2.1.5 TOXICODINAMIA 
2.1.5.1 TIPOS DE INTOXICACIÓN POR ESTIRENO 
2.1.5.1.1 INTOXICACIÓN AGUDA 
En la industria, el riesgo de intoxicación aguda por estireno puede 
presentarse como resultado de una operación errónea o mal planteada. 
a) Por ingestión accidental. 
La ingestión de estireno produce: 
- Alteraciones digestivas: fuerte irritación del tracto gastrointestinal, con 
dolores abdominales, náuseas, vómitos y diarreas. Estas alteraciones se 
deben al poderoso poder irritante del estireno sobre las mucosas. 
- Depresión del sistema nervioso central. 
b) Por inhalación 
La intoxicación aguda en la industria se debe, en la mayor parte de las 
ocasiones, a la inhalación de vapor de estireno. Los vapores de estireno 
pueden causar intoxicación aguda, con síntomas iniciales tales como: 
- Irritación nasal, con sensación de picazón. 
- Irritación de boca. 
- Irritación de garganta. 
- Irritación del tracto respiratorio. 
Posteriormente produce una acción sobre el sistema nervioso con una 
primera fase con síntomas prenarcóticos: cefaleas, vértigos, incapacidad de 
concentración, fatiga y alargamiento del tiempo de reacción. A 800 ppm, 
aparecen signos de somnolencia. 
En exposiciones superiores a 1500 ppm sin protección, aparecen en pocos 
minutos alteraciones del equilibrio seguidas de un coma. Puede producirse 
la muerte por parálisis de los centros respiratorios. 6,8 
Otros efectos de tipo agudo tienen lugar en: 
- La piel: El contacto de la piel con el estireno líquido da lugar a dermatosis 
de irritación (piel seca y escamosa), como consecuencia de su acción 
desengrasante y desecante. En animales de experimentación se ha visto 
que la irritación cutánea puede ser lo suficientemente intensa como para 
causar ampollas y necrosis tisulares. 
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- Los ojos: Irritación de la conjuntiva ocular con enrojecimiento e 
hipersecreción lacrimal (conjuntivitis), que desaparece al cabo de dos o 
tres días sin dejar secuelas. 6,8 
 
2.1.5.1.2 INTOXICACIÓN CRÓNICA 
a) Por inhalación: La intoxicación crónica se produce por inhalación 
constante y diaria del vapor del estireno que se esparce en el ambiente 
de trabajo. Puede producir: 
* Irritación de vías respiratorias altas: por el efecto irritante del estireno 
sobre la mucosa del árbol respiratorio, produciéndose: 
- Picazón de nariz a una concentración de 50 ppm. En las exposiciones 
crónicas, el organismo se va habituando y se reduce esta sensación. 
- Tos. 
- Sibilancias intratorácicas. 
- Cuadros catarrales. 
- La sintomatología respiratoria no se acompaña de signos radiológicos 
ni de alteraciones objetivas de los test de función pulmonar 
(espirometrías). 6,8 
* Alteraciones digestivas: Pérdida de apetito, náuseas y astenia 
(decaimiento). Estos síntomas se dan con más frecuencia en aquellos 
sujetos que padecen alteraciones digestivas, tales como úlceras gástricas, 
hernia de hiato y gastritis. 6,8 
* Efectos neurotóxicos: Como ya se ha indicado en la intoxicación aguda, el 
estireno ejerce una acción depresiva sobre el sistema nervioso central, 
apareciendo, en principio, fatiga, cefaleas (dolor de cabeza) y somnolencia. 
Estos efectos aparecen a concentraciones relativamente bajas (20ppm) Si 
las exposiciones varían entre 25 y 50ppm de estireno, aparecen leves 
alteraciones de la memoria. Cuando la concentración se aproxima a las 
100ppm, produce alteraciones del equilibrio con sensación de vértigo. 
Estudios recientes demuestran que el estireno provoca una disminución de 
la velocidad de conducción nerviosa periférica (sobre todo sensitiva). 6,8 
* Otros efectos: 
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- Leucopenias (déficit de leucocitos) y anemias ligeras, rápidamente 
reversibles. En ocasiones el cuadro es contrario: Anemia con leucocitosis y 
trombopenia (déficit de trombocitos). 
- Está considerado como alterador endocrino (sustancia que interfiere en los 
sistemas hormonales de seres humanos y animales). 
- Es sospechoso, como otros disolventes, de ser responsable de tumores de 
tejidos linfáticos y hematopoyéticos, aunque, en la actualidad, no está 
considerado como agente carcinógeno. 
b) Por vía dérmica: El estireno es poco alergénico; sin embargo, puede 
facilitar la penetración de sustancias alergénicas que se utilizan en la 
fabricación de materias plásticas. El desecamiento crónico de la piel 
puede llegar a producir grietas y fisuras con infección posterior. 6,8 
 
2.1.6 TRATAMIENTO 
El estireno (vinilbenceno) está calificado por la IARC en el Grupo 2A. 
(Probable carcinógeno para el hombre) por tanto la evaluación médica 
para trabajadores expuestos al estireno se deriva en los siguientes 
seguimientos: 
EXAMEN MÉDICO PREVIO, si es la primera vez que trabaja en la 
empresa, encaminado a detectar los sujetos susceptibles a una 
exposición a estireno. 
Los criterios a considerar en este tipo de evaluación son: 
o Historia clínica 
o Antecedentes familiares 
o Hábitos personales 
o Exploración clínica específica, prestando especial atención 
a la exploración del estado general y sobre todo la higiene 
general del trabajador. 
o La existencia de signos de alteración hematológica. 
o La función respiratoria, evaluando la función ventilatoria 
nasal y pulmonar, en el caso de prever la necesidad de 
utilizar equipos respiratorios de protección personal. La 
tensión arterial y la auscultación cardiaca. 
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o El embarazo existente o la sospecha de embarazo. 
o Control biológico y estudios complementarios específicos 
o Hemograma. 
o Pruebas hepáticas: transaminasas, gamma-GT, bilirrubina 
total y directa, fosfatasas alcalinas y ácidas biliares. 
o Pruebas renales: creatinina sérica y densidad anormales y 
sedimento en orina. 6,8 
 
2.1.6.1 EXAMEN DE ADAPTACIÓN AL TRABAJO 
El examen de adaptación al trabajo se realizará a los dos meses del 
ingreso para comprobar la adaptación del trabajador al puesto de trabajo. 
El reconocimiento de adaptación al trabajo comprenderá el examen 
hematológico previsto para los reconocimientos previos. 1,6,8 
2.1.6.2 EXAMEN ESPECÍFICO PERIÓDICO 
Se practicará cada año, o con una periodicidad ajustada al nivel de riesgo, 
a juicio del especialista encargado de la vigilancia de la salud. Se realiza 
con el fin de detectar precozmente aquellas alteraciones que puedan sufrir 
los trabajadores expuestos a estireno y su prevención. Para ello, será 
necesario realizar como en los exámenes anteriores, una historia clínico-
laboral detallada y una exploración clínica y analítica de los órganos y 
aparatos sobre los que puede actuar el estireno. El examen será el mismo 
que el previo, con una variación: el control biológico y los estudios 
complementarios específicos del estireno1,6,8: 
- Determinación de ácido mandélico + ácido fenilglioxílico en orina. 
- Determinación de ácido mandélico en orina. 
- Determinación de ácido fenilglioxílico en orina. 
- Determinación de estireno en sangre venosa. 
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2.2 INDICADOR BIOLÓGICO DE EXPOSICIÓN  
Biomarcador, es una sustancia química, generalmente un tóxico, o los 
metabolitos que resulten de su biotransformación o cualquier alteración 
bioquímica precoz, cuya determinación en los líquidos biológicos, tejidos o aire 
exhalado permita evaluar la intensidad de exposición o riesgo para la salud.  
Ergo, un biomarcador puede ser usado con variada finalidad, dependiendo del 
propósito del estudio y del tipo de exposición. Por otro lado, en clínica, los 
biomarcadores nos ayudan a evaluar el riesgo de salud, a verificar relación 
causa-efecto y dosis-efecto y, particularmente en salud ocupacional, a controlar 
riesgos. Por estas características, un indicador biológico puede ser usado en 
salud general (mide la efectividad de un tratamiento o ayuda con el pronóstico) 
y en salud pública u ocupacional, al medir exposición. 10  
 
2.2.1 CLASIFICACIÓN DE LOS BIOMARCADORES 
 Indicadores Biológicos de exposición o de dosis. Es un parámetro que 
mide la concentración del agente químico o de alguno de sus metabolitos 
en un medio biológico del trabajador expuesto. Por ejemplo, plomo 
sanguíneo (Pb-S). 10 
 Indicadores biológicos de efecto. Es un parámetro que puede 
identificar alteraciones bioquímicas reversibles, inducidas de modo 
característico por el agente químico al que está expuesto el trabajador. 
Por ejemplo, la carboxihemoglobina es un biomarcador de efecto, además 
de tener correlación significativa con exposición ambiental a monóxido de 
carbono y de reflejar dosis interna unida al tejido blanco. 10 
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Tabla 2. Relación de disolventes y sus biomarcadores. 
1 Final del turno de trabajo salvo indicación en contrario; los días de la semana indican los días 
de muestreo preferibles. 
2
 Tres isómeros, por separado o en cualquier combinación.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fuente: Resumido de OMS 1996. 10 
2.2.2 INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS DE LOS 
INDICADORES BIOLÓGICOS (IB) 
Cuando la medida, en un trabajador, de un determinado indicador 
biológico supere su valor de referencia correspondiente (BEIs o VLB, 
según la guía que se aplique) no debe deducirse, sin mayor análisis, que 
ese trabajador esté sometido a una exposición excesiva, ya que las 
diferencias individuales, biológicas o de conducta, tanto fuera como 
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dentro del ámbito laboral, constituyen fuentes de inconsistencia entre los 
resultados del control ambiental y los del control biológico. 
De todos modos, incluso en el caso de una superación de carácter 
puntual, debe ponerse en marcha una investigación con el objetivo de 
encontrar una explicación plausible para esa circunstancia y actuar en 
consecuencia o, en su defecto, descartar la existencia de factores 
causales vinculados al desempeño del puesto de trabajo. Entretanto se 
alcanza una conclusión al respecto y sin perjuicio de lo que establezcan 
disposiciones específicas, se deberían adoptar medidas para reducir la 
exposición del trabajador afectado. 
Al margen de esta consideración individual de los resultados, el 
agrupamiento de los datos correspondientes a los trabajadores de un 
grupo homogéneo con respecto a la exposición permitirá obtener 
información sobre el grado de eficacia de las medidas de protección y 
prevención adoptadas. 6,10 
2.2.3 VALORES LÍMITE BIOLÓGICOS (VLB) 
Son los valores de referencia para los Indicadores Biológicos asociados a 
la exposición global a los agentes químicos. Los VLB son aplicables para 
exposiciones profesionales de ocho horas diarias durante cinco días a la 
semana. La extensión de los VLB a períodos distintos al de referencia ha 
de hacerse considerando los datos farmacocinéticos y farmacodinámicos 
del agente en particular. 6  
2.2.4 ÍNDICES DE EXPOSICIÓN BIOLÓGICA (BEI) 
Los BEIs, según la ACGIH 2017, son valores de referencia de 
determinados productos químicos en el medio biológico, que se utilizan 
como lineamientos para la evaluación del riesgo potencial para la salud 
en la práctica de la higiene industrial. 10 
Los BEI representan los niveles de la sustancia química o de uno o más 
de sus metabolitos, o un cambio químico reversible inducido por la 
sustancia, que se pueden encontrar en muestras biológicas tomadas de 
un trabajador sano, que haya estado expuesto a la sustancia química con 
un nivel de exposición igual al TLV. Los valores TLVs hacen referencia a 
concentraciones de sustancias que se encuentran en suspensión en el 
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aire. Así mismo, representan condiciones debajo de las cuales se cree 
que en caso todos los trabajadores pueden exponerse repetidamente día 
tras día a la acción de tales concentraciones sin sufrir efectos adversos 
para la salud. Los valores de referencia de un indicador biológico 
generalmente corresponden a una concentración en la matriz biológica, 
para la cual casi todos los trabajadores no deben presentar efectos 
adversos para la salud. 10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Tabla 3: Valores BEIs para exposición a estireno. 
 Fuente: ACGIH. 10 
19 
 
2.3 MÉTODOS EMPLEADOS EN LA DETERMINACIÓN DE 
ESTIRENO 
Los objetivos al desarrollar una técnica que permita cuantificar los 
metabolitos del estireno en orina han sido mejorados con el fin de 
eliminar interferencias propias de la matriz y de la ejecución del ensayo. 
Dentro de estas técnicas, son las etapas de elección del tratamiento de 
muestra y la etapa de elección del equipo instrumental las que 
determinan la idoneidad de la técnica analítica. 
Dentro de los métodos instrumentales y no instrumentales usados para 
el análisis de metabolitos de solventes en orina se incluyen métodos 
colorimétricos, espectrofotométricos, fluorométricos y técnicas de 
cromatografía de gases (GC) y cromatografía líquida de alto 
rendimiento (HPLC). 1,6 
Los métodos de GC muestran una buena resolución para la mayoría 
de los metabolitos solventes como el estireno, con un tiempo de 
ejecución relativamente corto; sin embargo, estos métodos implican 
procedimientos que consumen mucho tiempo para la extracción de la 
muestra y la derivatización de los metabolitos. 1,6 
La técnica de HPLC-UV (cromatografía líquida de alta rendimiento con 
detección en ultravioleta) es comúnmente utilizada debido a que la 
preparación de la muestra es simple, y no requiere proceso de 
extracción ni derivatización. Por lo tanto, esta técnica de HPLC-UV es 
de gran importancia para desarrollar un método sencillo y rápido para 
la determinación simultánea de metabolitos predominantes en orina 
(tolueno, xileno y estireno) que se puede utilizar de forma rutinaria para 
el control biológico eficaz de un gran número de trabajadores 
expuestos. 1,6 
En cuanto a las técnicas de tratamiento de las muestras, los métodos 
como el propuesto indican la preparación de la muestra siguiendo 
extracciones múltiples, siendo necesarias etapas de evaporización, 
proceso que tornan la técnica trabajosa y demanda de tiempo de 
análisis. Otras técnicas hacen uso de etapas de dilución con agua y 
centrifugación, permitiendo un análisis rápido y de bajo costo. 1,6 
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2.4 LEGISLACIÓN APLICABLE – MARCO LEGAL – MONITOREO 
- NORMATIVA 
Monitorización es el procedimiento de medición e interpretación de parámetros 
biológicos y ambientales, mientras que monitoreo biológico es el procedimiento 
de salud ocupacional por el cual se mide un tóxico potencial, sus metabolitos o 
un efecto químico no deseado en una muestra biológica, con el propósito de 
evaluar la exposición a ese agente. La exposición puede ser valorada midiendo 
la concentración del tóxico en muestras de aire (monitorización ambiental) o 
identificando parámetros biológicos en el trabajador: sangre, orina o aire 
exhalado (monitorización biológica). A estos últimos se les llama indicadores 
biológicos de exposición o biomarcadores. El monitoreo biológico mide la 
cantidad de agente absorbido, independiente de la vía de ingreso, y es una 
actividad regular y repetitiva con fines preventivos, por lo que no debe ser 
confundida en clínica con los llamados procedimientos diagnósticos. 6,8,10 
 
2.4.1 Regulación Americana 
La ACGIH es una asociación profesional de higienistas industriales y 
profesionales de profesiones afines. 
ACGIH establece los TLVs para sustancias químicas, agentes físicos y BEIs. El 
TLV y BEI se desarrollan como directrices para ayudar en el control de riesgos 
para la salud. Estas recomendaciones o directrices están destinadas para su uso 
en la práctica de la higiene industrial, debe ser interpretado y aplicado solamente 
por una persona entrenada en esta disciplina. 
En ciertas circunstancias, los individuos u organizaciones pueden desear hacer 
uso de estas recomendaciones o directrices si el uso de los TLV y BEI contribuye 
a la mejora global de la protección de los trabajadores. 6,8,10 
 
2.4.2 Regulación Alemana 
Una lista de las concentraciones máximas de trabajo (MTD) y los valores de 
tolerancia de agentes biológicos (BAT) es presentado anualmente por la 
Comisión del Senado Permanente para la Investigación de Peligros para la salud 
de los compuestos químicos de la Fundación Alemana para la Investigación 
(DFG) 
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Valor de tolerancia agente biológico (valor BAT) es un límite para la 
concentración de una sustancia química, sus metabolitos o un indicador de 
estrés en el material biológico (por ejemplo, como la sangre o la orina) de un 
empleado. 6,8,10 
 
2.4.3 Regulación Suiza 
Siglas de la “Sheweizeirische Unfall-versicherungsanstalt”; Organización 
Nacional Suiza del Seguro de los Accidentes del Trabajo, también en francés 
denominada “Caisse Nationale Suisse d’Assurances en cas d’Accidents” (Caja 
Nacional Suiza de Seguros para Accidentes). Con sede en Lucerna, la SUVA es 
la aseguradora oficial pública en Suiza del Seguro Obligatorio para los 
Accidentes del Trabajo y de las Enfermedades Profesionales. 6,8,10 
La SUVA edita anualmente los “Valeurs limites d’exposition aux postes de travail” 
(Valores Límite de exposición en los puestos de trabajo) una publicación donde 
se listan junto con los valores admisibles para agentes físicos las listas de los 
valores límites de exposición a sustancias peligrosas para la salud  en los 
puestos  de  trabajo  (VME / VLE) y  las listas  de  los  valores  biológicos  
tolerables  (VBT). 6,8,10 
 
Tabla 4: Valores BEI de estireno en sangre de pacientes expuestos a estireno.. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fuente: Ministerio de empleo y seguridad social de España. Instituto Nacional de 
Seguridad e Higiene en el Trabajo. Límites de exposición profesional para agentes 
químicos en España 2014. 6 
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Tabla 5: Valores BEI y VBT de ácido mandélico en orina de pacientes expuestos a 
estireno.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fuente: Ministerio de empleo y seguridad social de España. Instituto Nacional de 
Seguridad e Higiene en el Trabajo. Límites de exposición profesional para agentes 
químicos en España 2014. 6 
 
 
Tabla 6: Valores BEI de ácido fenilglioxílico en orina de pacientes expuestos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fuente: Ministerio de empleo y seguridad social de España. Instituto Nacional de 
Seguridad e Higiene en el Trabajo. Límites de exposición profesional para agentes 
químicos en España 2014. 6 
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Tabla 7: Valores VLB, BAT, VBT de Ácido Mandélico + Ácido fenilglioxílico en orina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fuente: Ministerio de empleo y seguridad social de España. Instituto Nacional de 
Seguridad e Higiene en el Trabajo. Límites de exposición profesional para agentes 
químicos en España 2014. 6 
 
2.4.4 Regulación Peruana 
En Julio de 2005, se aprueba y publica el Reglamento sobre Valores Límites 
Permisibles para Agentes Químicos en el Ambiente de trabajo. Con DECRETO 
SUPREMO Nº 015-2005-SA 
 
Tabla 8: Valores límite permisibles para agentes químicos (Regulación peruana).  
 
Fuente: Diario El Peruano. Julio 2005. 11 
 
Media Ponderada en el Tiempo (TWA): Es la concentración media del agente 
químico en la zona de respiración del trabajador, medida o calculada de forma 
ponderada con respecto al tiempo, para la jornada estándar de 8 horas diarias. 
Referir la concentración media a dicha jornada estándar implica considerar el 
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conjunto de las distintas exposiciones del trabajador a lo largo de la jornada real 
de trabajo, cada una con su correspondiente duración, como equivalente a una 
única exposición uniforme de 8 horas. 11 
Exposición de corta duración (STEL): Es la concentración media del agente 
químico en la zona de respiración del trabajador, medida o calculada para el 
período de 15 minutos a lo largo de la jornada laboral. Lo habitual es determinar 
las STEL de interés, es decir, las del período o períodos de máxima exposición, 
tomando muestras de 15 minutos de duración en cada uno de ellos. 
VLB: Son valores de referencia para los indicadores biológicos, asociados a la 
exposición global a los agentes químicos. Relacionan, la intensidad de la 
exposición con el nivel de un parámetro biológico y éste a su vez con efectos 
sobre la salud. 11 
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III. PARTE EXPERIMENTAL 
3.1 EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS 
El presente estudio fue de tipo experimental y se llevó a cabo en un Laboratorio 
toxicológico. Se contaron con equipos y materiales debidamente calibrados y/o 
calificados. Los reactivos que se usaron, fueron de alta pureza, especificados 
para Cromatografía Líquida de Alta Performance. 
3.1.1 Equipos 
- Balanza Analítica. Rango: 0 – 210 g; Precisión: ± 0,01 mg.  
- Cromatógrafo Líquido de Alta Performance Agilent 
Technologies 1260 con detector UV-Vis con arreglos de diodos 
(DAD). La integración de los picos cromatográficos se realizó 
mediante el Software de Control OpenLab EZChrom. (Ver 
Anexo 4 y 5) 
- Bomba de Vacío. 
- Potenciómetro.  
3.1.2 Materiales 
- Beakers de 50 mL, 100 mL, 1000 mL 
- Espátulas 
- Filtro de membrana de 0,45 µm tamaño de poro 
- Fiolas de 10 mL, 25 mL 50 mL, 100 mL, 1000 mL 
- Matraz Erlenmeyer de 1000 mL 
- Viales para HPLC 
- Pipetas graduadas de 3 mL, 4 mL 5 mL y 10 mL 
- Pipetas volumétricas de 10 mL 
- Probetas graduadas de 100 mL, y 1000 mL 
- Jeringa descartable de 5 mL 
- Micropipetas de 50 µL 
3.1.3 Reactivos 
- Fosfato de potasio monobásico grado reactivo. 
- Acetonitrilo grado HPLC. 
- Ácido fosfórico. 
- Ácido clorhídrico. 
- Agua purificada. 
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3.1.4 Estándares 
- Ácido Fenilglioxílico (Merck, ≥ 98 %) 
- Ácido Mandélico (Sigma-Aldrich, ≥99%) 
3.1.5 Muestra de Referencia Certificada 
- Lyphochek® Urine Metals Control Nivel 1 
- Lyphochek® Urine Metals Control Nivel 2 
3.2 DESARROLLO DEL MÉTODO ANALÍTICO 
3.2.1 Solución matriz blanco: placebo 
El desarrollo del método se trabajó en un pool de 30 muestras de orina. 
El pool de orina corresponde a una mixtura de orina de pacientes no 
expuestos a estireno. 
La  orina  recolectada  fue  almacenada en congelación, entre -8 °C a 
-2 °C hasta el momento de su uso. La recolección de orina no es un 
procedimiento invasivo, por ello solo se le brindo a los voluntarios un 
consentimiento informado (ver anexo 13) sobre las características del 
análisis que se realizara en su material biológico. Debido a lo 
mencionado no es necesario recurrir a un comité de ética para realizar 
el presente estudio. 
3.2.2 Estudio preliminar 
3.2.2.1 Condiciones de tratamiento de orina y Prueba 
de matrices 
El tratamiento de la orina más acorde al estudio es la dilución de la 
misma en una relación de 1 en 10. 
Para la Prueba de Matrices se preparó 10 matrices (a partir del 
placebo descrito en el ítem 3.2.1), siguiendo el procedimiento de 
tratamiento de Solución matriz blanco. Se inyecto en el HPLC para ser 
analizada. 
a. Procedimiento de tratamiento de Solución matriz blanco 
Transferir 1 mL de orina de la Solución matriz blanco y colocar en un 
tubo de centrifuga; se lleva a volumen de 10 mL con agua purificada, 
agregar 50 µL de ácido clorhídrico, homogenizar en vórtex y filtrar por 
membrana de 0,22 µm (membrana de fluoruro de polivinilideno PVDF 
hidrofílica). Colocar en un vial HPLC e inyectar para obtener el 
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cromatograma correspondiente. Este procedimiento fue realizado para 
cada una de las 10 matrices de orina. 
b. Análisis: 
Solución matriz blanco. 
3.2.2.2 Condiciones cromatográficas 
3.2.2.2.1 Selección de la columna cromatográfica 
Para los compuestos de peso molecular menor de 2000 Daltons el 
método de mayor difusión es el de cromatografía en fase reversa (RP). 
Con respecto a la naturaleza de la matriz y las propiedades 
fisicoquímicas de los analitos (estructura química, pKa, solubilidad), la 
columna más empleada es C18, debido a que maximiza la retención 
de compuestos y tiene alta estabilidad en condiciones ácidas (ver 
anexo 6). 12 
3.2.2.2.2 Selección de la longitud de onda del trabajo 
Para el desarrollo de este método se usó un detector con arreglos de 
diodos DAD (análisis a múltiples longitudes de onda), con él se realizó 
un barrido entre 200 nm y 400 nm para obtener los espectros de 
absorción de PGA y MA usando las condiciones cromatográficas 
iniciales Ítem 3.2.2.2.5, las longitudes de onda se seleccionan de 
acuerdo al análisis de los respectivos espectros. 
Procedimiento: 
- Solución stock estándar 
Pesar con exactitud 100 mg de PGA y 500 mg de MA transferir a un 
matraz volumétrico de 100 mL agregar 10 mL de metanol, 
homogenizar hasta dilución total y llevar a volumen con agua 
purificada. 
- Solución estándar 
Transferir 2 mL de la solución anterior a un matraz volumétrico de          
10 mL, enrasar a volumen con agua purificada. Filtrar por membrana 
de 0,22 µm (membrana de fluoruro de polivinilideno PVDF hidrofílica). 
Colocar en un vial HPLC e inyectar. 
Concentración de Solución de fenilglioxílico a 200 mg/L y de ácido 
mandélico de 1000 mg/L. 
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- Análisis: Solución estándar. 
3.2.2.2.3 Selección de la composición de la fase móvil 
Existen métodos descritos en las referencias bibliográficas, con respecto al ácido 
fenilglioxílico y ácido mandélico, en el cual en la mayoría de ellos emplean como 
fase móvil, buffer de sales de fosfato (en especial el fosfato de potasio 
monobásico) en una proporción con acetonitrilo. (13-15) Otras referencias emplean 
ácido acético glacial en una proporción con metanol. (16,17) Por ello, con el objetivo 
de obtener una fase móvil que nos proporcione una retención adecuada para los 
dos metabolitos en estudio, se propone modificar ciertas condiciones 
experimentales de los métodos mencionados. 
Las sales de fosfato son usadas en fase reversa debido a su baja absorción aún 
en longitudes de onda corta UV.  La fase móvil en fase reversa en general está 
constituida por un solvente polar, mezcla de agua y un aditivo (siendo en nuestro 
trabajo un buffer). Además, como parte de cualquier procedimiento de desarrollo 
de métodos se sugiere reducir el pH de la fase móvil para suprimir la ionización 
de cualquier grupo silanol. En general, una fase móvil con pH ≤ 3 será suficiente 
para este propósito. 12 
a. Procedimiento 
Se empleó como solvente orgánico, acetonitrilo, y para conseguir el pH 
apropiado que permita asegurar el estado iónico de los analitos a determinar, se 
optó por utilizar buffers salinos como los fosfatos. A continuación, en detalle las 
variaciones trabajadas. 
- Fase móvil A Buffer fosfato 20 mM: Acetonitrilo (80:20) 
Pesar aproximadamente 2,722 g de fosfato monobásico de potasio y transferir a 
una fiola de 1000 mL disolver en agua. Enrasar y homogenizar. 
- Fase móvil B Buffer fosfato 20 mM: Acetonitrilo (80:20) pH 3,0 
Pesar aproximadamente 2,722 g de fosfato monobásico de potasio y transferir a 
una fiola de 1000 mL disolver en agua. Enrazar y homogenizar. Llevar a pH 3 
usando ácido fosfórico. Luego preparar la fase móvil utilizando la proporción ya 
mencionada. 
3.2.2.2.4 Determinación de Volumen de inyección 
La determinación del volumen de inyección (Vi) se puede realizar siguiendo 
guías que proporcionan tablas para elegir el volumen de inyección en función del 
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poder de elución de los disolventes de la muestra con respecto a la fase móvil 
(para 100 % disolvente fuerte, corresponde máximo un volumen de inyección de 
10 µL, para evitar la distorsión de los picos) como se indica en Incidencias y 
Mantenimiento en HPLC. Crawfordscientific.18 Otras guías sugieren la 
determinación de volumen de inyección en relación de la longitud y diámetro de 
la columna que se desea utilizar (en columnas de 4 mm de diámetro y 25 cm de 
longitud el volumen de inyección máximo es de 100 µL).12 Por otro lado se tiene 
que tener en cuenta que, cuanto mayor es el volumen de inyección mejor será la 
precisión, aunque se debe tener en cuenta que, aumentándolo por encima de 
cierto valor, aumenta el ensanchamiento del pico causando una pérdida de 
eficiencia no adjudicable a la columna. La precisión corresponde a una de la 
prueba de aptitud del sistema que está especificado en la USP 37. Para 
determinar si se cumple los requisitos de precisión, se determina desviación 
estándar (% RSD) de cinco inyecciones repetidas (máximo 2,0 %).19 
a. Procedimiento 
Se empleó la solución estándar preparada en el ítem 3.2.2.2.2 y las condiciones 
cromatográficas del ítem 3.2.2.2.5. Se inyectó en el HPLC, de acuerdo con las 
referencias bibliográficas, se optó por hacer pruebas con volúmenes de 
inyección de 20 µL, 10 µL y 5,0 µL. 
b. Análisis: Solución estándar 
3.2.2.2.5 Condiciones cromatográficas iniciales 
Columna: ZORBAX Eclipse XDB-C18  4,6 mm x 150 mm x (5 µm) 
Guarda Columna: ZORBAX Eclipse XDB-C18  4,6 mm que contiene un 
empaque de 5 µm 
Sistema: Isocrático 
Flujo: 1 mL/min 
Volumen de 
Inyección: 5 µL 
Fase móvil: Fase móvil  Buffer fosfato 20 mM pH 3,0: Acetonitrilo (80:20) 
Longitud de onda: 254 nm para Acido Fenilglioxílico y Acido Mandélico 
Temperatura: 30 °C 
Tiempo de corrida 40 min aproximadamente. 
Fuente: Elaboración propia, febrero 2017. 
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3.2.3 Optimización de las condiciones cromatográficas 
Con el objetivo de mejorar la separación de los componentes se 
realiza la optimización del método. Para ello se realizaron variaciones 
en la proporción de la fase móvil, pH, la concentración de buffer fosfato 
y flujo.  
3.2.3.1 Disminución de la proporción de Acetonitrilo 
Se reduce la proporción de acetonitrilo en la fase móvil en volúmenes 
de 5 mL hasta conseguir una separación adecuada, empleando las 
condiciones experimentales del ítem 3.2.2.2.5. De esta manera se 
prepararon fases móviles de: 
- Fase móvil 1: Fosfato monobásico de potasio 20 mM pH 3,0 
(85 %) –Acetonitrilo (15 %) 
- Fase móvil 2: Fosfato monobásico de potasio 20 mM pH 3,0 
(90 %) –Acetonitrilo (10 %) 
Análisis: Fase móvil 1 y 2 
3.2.3.2 Variación de la concentración de Buffer 
fosfato 
Se realizan variaciones en la concentración del buffer fosfato, para ello 
se reduce la concentración del buffer en 5 mM; esta variación se 
realiza en la fase móvil 2, obtenida en el ítem 3.2.3.1. Se trabajó con 
solución estándar de PGA 50 mg/L y MA 250 mg/L y el resto de 
condiciones cromatográficas se toma del ítem 3.2.2.2.5.  
- Fase móvil 1: Fosfato monobásico de potasio 15 mM pH 3,0 
(90 %) – Acetonitrilo (10 %) 
- Fase móvil 2: Fosfato monobásico de potasio 10 mM pH 3,0 
(90 %) – Acetonitrilo (10 %) 
3.2.3.3 Determinación del pH óptimo para el buffer 
fosfato 
El estudio del pH óptimo se realizó con la fase móvil obtenida en el 
ítem 3.2.3.2. utilizando las condiciones cromatográficas iniciales (ítem 
3.2.2.2.5). Se prepara cuatro fases móviles ajustadas a pH 2,9; 2,8; 
2,7 y 2,5. Para la fase móvil 2 se utilizó la solución estándar 4 (ver 
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tabla 9) y para las demás fases móviles se usó la solución estándar 2 
(ver tabla 9). 
- Fase Móvil 1: Fosfato monobásico de potasio 10 mM pH 2,9 
(90 %) – Acetonitrilo (10 %) 
- Fase Móvil 2: Fosfato monobásico de potasio 10 mM pH 2,8 
(90 %) – Acetonitrilo (10 %) 
- Fase Móvil 3: Fosfato monobásico de potasio 10 mM pH 2,7 
(90 %) – Acetonitrilo (10 %) 
- Fase Móvil 4: Fosfato monobásico de potasio 10 mM pH 2,5 
(90 %) – Acetonitrilo (10 %) 
3.2.3.4 Variación de flujo 
Por último, otro de los parámetros a modificar para optimizar el método 
es el flujo de la fase móvil; la fase móvil para este ensayo es la 
obtenida de las pruebas del ítem 3.2.3.3. y las condiciones 
cromatográficas corresponden a las descritas en el ítem 3.2.2.2.5. 
Para ello se efectuaron ensayos con dos variantes de flujo, se usó flujo 
de 1,0 mL/min y flujo de 0,8 mL/min. 
3.3 PREPARACIÓN DE LA CURVA DE CALIBRACIÓN 
3.3.1 Preparación de Solución Matriz blanco (placebo) 
La Solución matriz blanco corresponde a un pool de muestras de 
orina de individuos no expuestos a estireno (ver ítem 3.2.1), con la cual 
se obtendrán las concentraciones de los estándares para elaborar la 
curva de calibración (solución matriz obtenida del análisis en 3.2.2.1). 
3.3.2 Solución estándar stock 
Se prepara una solución de ácido fenilglioxílico a una concentración 
de          100 mg/100 mL y de ácido mandélico de 500 mg/100 mL. El 
medio donde se disolvió es agua ultrapura. Se conserva en 
refrigeración hasta el momento de uso. 
3.3.3 Solución estándar 
Se preparan 8 estándares en las concentraciones que indica la tabla 
9. Para obtener cada solución estándar se toma alícuotas de la 
solución estándar stock, alícuotas de solución matriz blanco y se diluye 
a volumen con agua ultrapura. Se filtra en una membrana de 0,45 µm 
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y se coloca en un vial HPLC, inmediatamente se inyecta para obtener 
el cromatograma correspondiente. 
Tabla 9: Solución stock y preparación de estándares 
SOLUCIÓN STOCK 
MA =500 mg/100 mL 
PGA= 100 mg/100 mL 
DILUCIÓN 
(DIL) 
N° 
STD 
MA 
mg/L 
PGA 
mg/L 
SOLUCIÓN 
MATRIZ 
BLANCO 
(mL) 
 0,2/50 1 20 4 5 
0,5/50 2 50 10 5 
0,5/25 3 100 20 2,5 
0,5/10 4 250 50 1 
1/10 5 500 100 1 
2/10 6 1000 200 1 
3/10 7 1500 300 1 
4/10 8 2000 400 1 
Fuente: Elaboración propia, febrero 2017 
 
3.4 DETERMINACIÓN DE LA VERACIDAD DEL MÉTODO PARA 
CUANTIFICAR ÁCIDO FENILGLIOXÍLICO (BIO-RAD) 
Para evaluar la veracidad del método, se preparó 30 muestras del 
Lyphochek® Urine Metals Control Nivel 1 (45,4 mg/L)  y  30  
muestras   de   Lyphochek®   Urine   Metals   Control   Nivel  2  
(218,0 mg/L). Estas muestras son analizadas en la curva de 
calibración obtenida en el método. 
3.4.1 Preparación de Muestra de referencia 
Se utilizó muestra de control Lyphochek® Urine Metals Control de 
marca comercial Bio-Rad, el cual incorpora dos niveles de trazas de 
elementos para metales pesados, metabolitos orgánicos, pruebas 
ambientales e industriales. (Ver anexo 3). 
Para reconstituir la orina liofilizada se adiciona 25 mL de agua ultra 
pura, se homogeniza y se prepara de la misma manera que la solución 
muestra (ver ítem 3.6.4). 
 
33 
 
3.5 DETERMINACIÓN DE LA VERACIDAD DEL MÉTODO PARA 
CUANTIFICAR ÁCIDO MANDÉLICO (RECUPERACIÓN) 
3.5.1 Solución stock de Ácido Mandélico 
Se prepara una solución stock de ácido Mandélico de 500 mg/100 mL. 
El medio donde se disolvió es agua ultrapura. 
3.5.2 Solución de Ácido Mandélico Nivel 1 (250 mg/L) 
Se toma 0,5 mL de la solución Madre de Ácido Mandélico en una 
fiola de 10 mL, y se añade 1 mL de Solución Matriz Blanco 
(preparada en el ítem 3.3.1) y se completa a volumen con agua 
ultrapura. 
3.5.3 Solución de Ácido Mandélico Nivel 2 (750 mg/L) 
Se toma 1,5 mL de la Solución stock de Ácido Mandélico en una 
fiola de 10 mL, y se añade 1 mL de Solución Matriz Blanco 
(preparada en el ítem 3.3.1) y se completa a volumen con agua 
ultrapura. 
 
3.6 DETERMINACIÓN DE ÁCIDO FENILGLIOXÍLICO Y 
MANDÉLICO EN PACIENTES EXPUESTOS A ESTIRENO 
3.6.1 Obtención de las muestras 
La muestra de orina se obtiene de 40 trabajadores expuestos a 
estireno, correspondientes a la industria del plástico. 
3.6.2 Criterios de Exclusión 
Se excluirá los trabajadores que se encuentren bajo indicación médica 
del antiepiléptico Fenobarbital. Debido a que el fenobarbital acelera el 
metabolismo del estireno.1,20 
3.6.3 Colecta de muestra 
La colecta de la muestra de orina se realizó al finalizar la jornada 
laboral en un envase de polietileno de capacidad de 100 mL. Las 
muestras son acidificadas mediante adición de ácido clorhídrico hasta 
alcanzar pH=1 y se conservan a 4 °C hasta el momento de su análisis 
(preferentemente antes de 8 días a partir de la toma de muestra). 
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3.6.4 Preparación de solución muestra 
Colocar 1 mL de orina, en una fiola de 10 mL, de paciente expuesto a 
estireno, y agrega 50 µL de ácido clorhídrico, luego se completa a 
10mL con agua purificada. Se homogeniza en un vórtex para luego 
filtrar con filtro de membrana de 0,45 µm y colocar en un vial para 
HPLC. Las condiciones cromatográficas para el análisis se indican en 
el ítem 4.3. 
3.7 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
El análisis estadístico se realizó en el programa estadístico Minitab 16 
y el programa Microsoft Office Excel 2010. Se determinó las medidas 
de tendencia central (mediana o promedio) y medidas de dispersión 
(desviación estándar). La medida de tendencia central será el 
promedio, cuando la distribución de la tendencia central sea Normal; 
por el contrario, si la distribución de la tendencia central es No Normal, 
la tendencia central será la Mediana. Para la mediana el estadístico a 
usar es La Prueba de Wilcoxon y para el Promedio se usa el 
estadístico de La Prueba de t-Student. 
Se aplicó la Prueba de t-Student de una muestra y se fijó el grado de 
significación (valor P) para 0,05. 
Criterios de Aceptación 
- Prueba de Anderson –Darling 
Valor P >0,05, la distribución de la tendencia central es Normal. 
Valor P <0,05, la distribución de la tendencia central en No Normal. 
- Prueba de T-Student 
Valor P >0,05, Se acepta la hipótesis nula (mo); por lo que podemos 
afirmar que los resultados no se diferencian significativamente con 
respecto al valor de referencia.   
Valor P <0,05, Se acepta la hipótesis alterna; por lo que podemos 
afirmar que los resultados se diferencian significativamente con 
respecto al valor de referencia.   
En los métodos instrumentales se determina la curva de respuesta o 
conocida como linealidad del método, con ella determinamos si existe 
una proporcionalidad entre la concentración del analito y la respuesta. 
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Además, conjuntamente se determina el rango de trabajo, es decir, el 
intervalo comprendido entre la mínima y la máxima concentración del 
analito para el cual el método ha sido probado y dentro del cual se 
puede efectuar un dosaje por interpolación en una curva de 
calibración. 
 Coeficiente de determinación (r2) 
Del derivado del coeficiente de correlación se calcula el coeficiente 
de determinación “r2”, que indica el grado de ajuste de la ecuación. 
Criterio de aceptación: mínimo 0,99 
  Coeficiente de correlación (r) 
Se usa el estadístico de regresión para calcular el coeficiente de 
correlación. 
Criterio de aceptación:  
r mínimo 0,995  
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IV. RESULTADOS 
4.1 RESULTADOS DEL ESTUDIO PRELIMINAR 
4.1.1 Resultados de prueba de matrices 
Tabla 10: Resumen de prueba de matrices para la determinación de ácido 
fenilglioxílico y ácido mandélico en orina de pacientes expuestos a estireno. 
N° MATRIZ ANALITOS tr (min) AREA ALTURA 
1 
PGA 7,907 8545291 208274 
MA - - - 
2 
PGA - - - 
MA 11,413 6662438 232336 
3 
PGA 7,82 8680642 306747 
MA 10,92 5166912 138312 
4 
PGA - - - 
MA - 6469806 152519 
5 
PGA - - - 
MA 11,8 5663038 197537 
6 
PGA - - - 
MA - - - 
7 
PGA 7,927 6482023 215143 
MA - - - 
8 
PGA - - - 
MA - - - 
9 
PGA 7,833 5004085 189326 
MA - - - 
10 
PGA - - - 
MA - - - 
Fuente: Elaboración propia, febrero 2017. 
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Figura 2: Cromatograma de condiciones del tratamiento de la muestra blanco 
(Matriz 10) 
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4.1.2 Resultados de selección de la columna cromatográfica 
y la selección de la longitud de onda 
 
Figura 3: Determinación de longitud de onda para PGA y MA en buffer fosfato. 
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Figura 4: Espectro de longitud de onda máximo para PGA (tr = 5,5 min) y MA 
(tr = 9,5 min).  
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4.1.3 Resultados de la determinación de volumen de 
inyección. 
4.1.3.1 Resultados de volumen de inyección de 20 µL 
 
 
 
Figura 5: Cromatograma de volumen de inyección de 20 µL de solución 
estándar de PGA y MA. Fase móvil buffer fosfato 20 mM: Acetonitrilo (80:20) 
pH 3,0  
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4.1.3.2 Resultados de Volumen de inyección de 10 µL 
 
 
 
Figura 6: Cromatograma de volumen de inyección de 10 µL de solución 
estándar de PGA y MA. Fase móvil buffer fosfato 20 mM: Acetonitrilo (80:20) 
pH 3,0  
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4.1.3.3 Resultados de volumen de inyección de 5 µL 
 
 
 
 
  
Figura 7: Cromatograma de volumen de inyección de 5 µL de solución 
estándar de PGA y MA. Fase móvil buffer fosfato 20 mM: Acetonitrilo 
(80:20) pH 3,0 
43 
 
4.1.4 Resultados de la composición de la fase móvil. 
 
 
Figura 8: Cromatograma correspondiente a fase móvil: Fosfato monobásico de 
potasio 20 mM pH 3,0 (80 %) –Acetonitrilo (20 %). 
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4.2 RESULTADOS DE LA OPTIMIZACIÓN DEL MÉTODO 
4.2.1 Resultados de la disminución de Acetonitrilo 
4.2.1.1 Resultados de la Fase móvil 1: Fosfato monobásico 
de potasio 20 mM pH 3,0 (85 %) – Acetonitrilo (15 %). 
 
Figura 9: Cromatograma correspondiente a la Fase móvil 1: Fosfato 
monobásico de potasio 20 mM pH 3,0 (85 %) –Acetonitrilo (15 %) 
 
 
Tabla 11: Parámetros cromatográficos fase móvil 1: Fosfato monobásico de 
potasio 20 mM pH 3,0 (85 %) –Acetonitrilo (15 %).  
Analitos tr (min) R As N 
PGA 7,851 - 4,07 1040 
MA 11,055 0,63 1,94 1257 
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Fuente: Elaboración propia, febrero 2017. 
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4.2.1.2 Resultados de la Fase móvil 2: Fosfato monobásico 
de potasio 20 mM pH 3,0 (90 %) - Acetonitrilo (10 %). 
 
Figura 10: Cromatograma correspondiente a la Fase móvil 2: Fosfato 
monobásico de potasio 20mM pH 3,0 (90 %) - Acetonitrilo (10 %) 
 
 
Tabla 12: Parámetros cromatográficos de la fase móvil 2: Fosfato monobásico 
de potasio 20 mM pH 3,0 (90 %) - Acetonitrilo (10 %).  
Analitos tr (min) R As N 
PGA 10,893 - 3,91 902 
MA 14,4 0,87 1,90 1001 
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Fuente: Elaboración propia, febrero 2017. 
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4.2.2 Resultados de concentración de buffer fosfato 
4.2.2.1 Resultados de la Fase móvil 1: Fosfato monobásico de 
potasio 15 mM pH 3,0 (90 %) – Acetonitrilo (10 %). 
 
Figura 11: Cromatograma correspondiente a la Fase móvil 1: Fosfato 
monobásico de potasio 15 mM pH 3,0 (90 %) –Acetonitrilo (10 %) 
 
 
Tabla 13: Parámetros cromatográficos de fase móvil Fosfato monobásico de 
potasio 15 mM pH 3,0 (90 %) –Acetonitrilo (10 %).  
Analitos tr (min) R As N 
PGA 9,00 - 3,85 963 
MA 12,38 1,23 1,69 1089 
 
 
Fuente: Elaboración propia, febrero 2017. 
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4.2.2.2 Resultados de la Fase móvil 2: Fosfato monobásico de 
potasio 10 mM pH 3,0 (90 %) – Acetonitrilo (10 %). 
 
 
 
Figura 12: Cromatograma correspondiente a la Fase móvil 2: Fosfato 
monobásico de potasio 10mM pH 3,0 (90 %) –Acetonitrilo (10 %) 
 
 
Tabla 14: Parámetros cromatográficos de fase móvil Fosfato monobásico de 
potasio 10 mM pH 3,0 (90 %) –Acetonitrilo (10 %).  
Analitos tr (min) R As N 
PGA 8,94 - 3,0 1056 
MA 12,31 1,66 1,51 1291 
Fuente: elaboración propia, febrero 2017. 
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4.2.3 Resultados de la determinación del pH óptimo 
4.2.3.1 Resultado de la Fase Móvil 1: Fosfato monobásico 
de potasio 10 mM pH 2,9 (90 %)–Acetonitrilo (10 %). 
 
 
Figura 13: Cromatograma correspondiente a la Fase móvil 1: Fosfato 
monobásico de potasio 10 mM pH 2,9 (90 %) – Acetonitrilo (10 %) 
 
 
Tabla 15: Parámetros cromatográficos de fase móvil Fosfato monobásico de 
potasio 10 mM pH 2,9 (90 %) –Acetonitrilo (10 %). 
 
Analitos Tr (min) R As N 
PGA 8,25 - 3,22 900 
MA 14,22 2,36 2,81 1119 
 
 
 
Fuente: Elaboración propia, febrero 2017. 
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4.2.3.2 Resultado de la Fase Móvil 2: Fosfato monobásico 
de potasio 10Mm pH 2.8 (90 %)–Acetonitrilo (10 %) 
 
 
Figura 14: Cromatograma correspondiente a la Fase móvil 2: Fosfato 
monobásico de potasio 10 mM pH 2,8 (90 %) – Acetonitrilo (10 %) 
 
 
Tabla 16: Parámetros cromatográficos de fase móvil: Fosfato monobásico de 
potasio 10 mM pH 2,8 (90 %) –Acetonitrilo (10 %).  
Analitos tr (min) R As N 
PGA 8,87 - 1,53 2237 
MA 14,06 3,24 1,42 3162 
Fuente: Elaboración propia, febrero 2017 
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4.2.3.3 Resultado de la Fase Móvil 3: Fosfato monobásico 
de potasio 10 mM pH 2,7 (90 %)–Acetonitrilo (10 %) 
 
 
Figura 15: Cromatograma correspondiente a la Fase móvil 3: Fosfato 
monobásico de potasio 10 mM pH 2,7 (90 %) –Acetonitrilo (10 %) 
 
 
Tabla 17: Parámetros cromatográficos de fase móvil: Fosfato monobásico de 
potasio 10 mM pH 2,7 (90 %) –Acetonitrilo (10 %).  
Analito tr (min) R As N 
PGA 8,09 - 3,30 1047 
MA 11,207 2,15 1,77 2009 
 
Fuente: Elaboración propia, febrero 2017 
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4.2.3.4 Resultado de la Fase Móvil 4: Fosfato monobásico 
de potasio 10mM pH 2,5 (90 %) – Acetonitrilo (10 %) 
 
 
Figura 16: Cromatograma correspondiente a la Fase móvil 4: Fosfato 
monobásico de potasio 10 mM pH 2,5 (90 %) – Acetonitrilo (10 %) 
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4.2.4 Resultado de la variación del flujo 
4.2.4.1 Resultado de Flujo 1, 0 mL/min. 
            Ver figura 12 
4.2.4.2 Resultado de Flujo 0,8 mL/min 
 
Figura 17: Cromatograma correspondiente a la Fase móvil: Fosfato 
monobásico de potasio 10mM pH 2,8 (90 %) –Acetonitrilo (10 %) Flujo 0,8 
mL/min. 
 
 
Tabla 18: Parámetros cromatográficos de fase móvil: Fosfato monobásico de 
potasio 10 mM pH 2,8 (90 %) –Acetonitrilo (10 %) Flujo 0,8 mL/min.  
Analitos Tr (min) R As N 
PGA 9,74 - 1,50 2100 
MA 14,86 4,27 1,27 3204 
  
Fuente: Elaboración propia, febrero 2017 
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4.3 MÉTODO CROMATOGRÁFICO DESARROLLADO 
Columna: 
ZORBAX Eclipse XDB-C18  4,6-mm x 150mmx (5 
µm) 
Guarda Columna: 
ZORBAX Eclipse XDB-C18  4,6-mm que contiene 
un empaque de 5 µm 
Sistema: Isocrático 
Flujo: 0,8 mL/min 
Volumen de Inyección: 5 µL 
Fase móvil: 
Fase móvil Buffer fosfato monobásico de potasio 
10 mM pH 2,8: Acetonitrilo (90:10) 
Longitud de onda: 
254 nm para Ácido Fenilglioxílico y Ácido 
Mandélico 
Temperatura: 30 °C 
Tiempo de corrida 40 min aproximadamente. 
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4.3.1 Resultado de la curva de calibración del ácido 
fenilglioxílico 
 
 
Figura 18: Curva de calibración de Ácido fenilglioxílico por HPLC 
 Coeficiente de determinación (r2) 
Resultado: 0,999990 
Criterio de aceptación: r2 mínimo 0,99 
 Coeficiente de correlación (r) 
Resultado: 0,999995 
Criterio de aceptación: r mínimo 0,995  
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4.3.2 Resultado de curva de calibración de ácido mandélico 
 
 
Figura 19: Curva de calibración de Ácido fenilglioxílico por HPLC 
 Coeficiente de determinación (r2) 
Resultado: 0,998985 
Criterio de aceptación: r2 mínimo 0,99 
 Coeficiente de correlación (r) 
Resultado: 0,999492 
Criterio de aceptación: r mínimo 0,995 
 
56 
 
4.4 VERACIDAD DEL MÉTODO PARA CUANTIFICAR PGA Y MA 
4.4.1 Resultado del Bio-Rad nivel 1 (45,4 mg/L) para la 
determinación de ácido fenilglioxílico. 
Ver en la sección de Anexos (anexo 8) 
4.4.1.1 Prueba de Anderson-Darling del resultado del Bio-
Rad Nivel 1 (45,4 mg/L) para la determinación de 
ácido Fenilglioxílico. 
MINITAB: Prueba de Anderson-Darling  
 
MÉTODO 
Hipótesis nula (HO): los errores siguen una distribución normal 
Hipótesis alterna(H1): los errores no siguen una distribución normal 
Nivel de significancia Alfa = 0.05 
 
REGLA DE DECISION: 
Para rechazar la hipótesis nula es necesario que el: P-Valor < alfa 
 
DECISION 
El Valor P (0.547) es mayor que el nivel de significancia (0.05) por lo cual 
los datos se distribuyen normalmente (se acepta la HO). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20: Prueba de Anderson-Darling Ácido Fenilglioxílico 45,4mg/L 
Mean: media;  st Desv:  desviación estándar;  N:  tamaño de muestra;  AD: Anderson Darling; 
P-Value: Valor P. 
Fuente: Resultado obtenido del programa a MINITAB, febrero 2017. 
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4.4.1.2 Prueba de t-STUDENT del resultado del Bio-Rad 
Nivel 1 para la determinación de ácido Fenilglioxílico. 
MINITAB T-student: ÁCIDO FENILGLIOXÍLICO (45.4 mg/L)  
PRUEBA DE HIPÓTESIS 
Hipótesis nula: μ = 45.4 
Hipótesis alterna: μ ≠ 45.4 
 
ESTADISTICAS 
       Variable                        N    Mean  StDev  SE Mean     T      P 
       ÁCIDO FENILGLIOXÍLICO(45.4mg/L) 30 45.4071 0.3670  0.0670  0.11  0.916 
  
Intervalo de confianza de 95% 
(45.2701, 45.5441) 
Donde:  
N      : tamaño de la muestra 
Mean   : media 
Std Dev: desviación estándar 
SE Mean: error estándar de la media 
T      : t-student  
P      : valor P 
CONCLUSIÓN: 
El valor P (0.916) es mayor que el grado de significancia (0.05), por lo que 
podemos afirmar que los resultados del método no se diferencian 
significativamente con respecto al valor de referencia. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21: Histograma de ÁCIDO FENILGLIOXÍLICO en Bio-Rad Nivel 1(45,4 mg/L) 
Fuente: Resultado obtenido del programa a MINITAB, febrero 2017.  
46.246.045.845.645.445.245.044.8
6
5
4
3
2
1
0
-1
X
_
Ho
ÁCIDO FENILGLIOXÍLICO Nivel 1
Fr
eq
ue
nc
y
Histogram of ÁCIDO FENILGLIOXÍLICO Nivel 1
(with Ho and 95% t-confidence interval for the mean)
58 
 
4.4.2 Resultado del Bio-Rad nivel 2 (218,0 mg/L) para la 
determinación de ácido fenilglioxílico.  
Ver en la sección de Anexos (anexo 9) 
4.4.2.1 Prueba de Anderson-Darling del resultado del Bio-Rad 
Nivel 2 para la determinación de ácido Fenilglioxílico. 
MINITAB: Prueba de Anderson-Darling  
 
MÉTODO 
 
Hipótesis nula (HO): los errores siguen una distribución normal 
Hipótesis alterna (H1): los errores no siguen una distribución normal 
Nivel de significancia Alfa = 0.05 
 
REGLA DE DECISIÓN: 
Para rechazar la hipótesis nula es necesario que el: P-Valor < alfa 
 
DECISIÓN 
El P-Value (0.965) es mayor que el nivel de significancia (0.05) por lo cual 
los datos se distribuyen normalmente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22: Prueba de Anderson-Darling para ácido fenilglioxílico Nivel 2 (218 mg/L). 
Mean: media; st Desv: desviación estándar; N: tamaño de muestra; AD: Anderson 
Darling; P-Value: Valor P. 
Fuente: Resultado obtenido del programa a MINITAB, febrero 2017. 
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4.4.2.2 Prueba de t-STUDENT del resultado del Bio-Rad Nivel 2 
(218,0 mg/L) para la determinación de ácido 
Fenilglioxílico. 
MINITAB T-student : ÁCIDO FENILGLIOXÍLICO (218.0 mg/L)  
PRUEBA DE HIPÓTESIS 
Hipótesis nula: μ = 218.0 
Hipótesis alterna: μ ≠ 218.0 
ESTADÍSTICA 
Variable                   N     Mean  StDev  SE Mean     T      P      
ÁCIDO FENILGLIOXÍLICO     30  218.085  0.468    0.085  1.00  0.326 
(218.0 mg/L)   
 
Intervalo de confianza al 95% 
(217.911, 218.260)   
Donde:  
N      : tamaño de la muestra 
Mean   : media 
Std Dev: desviación estándar 
SE Mean: error estándar de la media 
T      : t-student  
P      : valor P 
CONCLUSIÓN: 
El valor P (0.326) es mayor que el grado de significancia (0.05), por lo que 
podemos afirmar que los resultados del método no se diferencian 
significativamente con respecto al valor de referencia. 
 
 
Figura 23: Histograma de ÁCIDO FENILGLIOXÍLICO Bio-Rad Nivel 2 (218,0 mg/L). 
Fuente: Resultado obtenido del programa a MINITAB, febrero 2017. 
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4.4.3 Porcentaje de Recuperación para la determinación de 
ácido mandélico Nivel 1 (250,0 mg/L) 
Ver en la sección de Anexos (anexo 10) 
Tabla 19: Porcentaje de Recuperación de ácido mandélico nivel 1 en orina de 
pacientes no expuestos a estireno por HPLC.  
RECUPERACIÓN DE ÁCIDO MANDÉLICO NIVEL 1 
NÚMERO 
DE 
MUESTRA 
CONCENTRACIÓN 
mg/L 
CONCENTRACIÓN 
REAL 
mg/L 
RECUPERADO 
% 
1 250 250,27 100,11 
2 250 249,28 99,71 
3 250 250,42 100,17 
4 250 250,60 100,24 
5 250 249,19 99,68 
6 250 250,26 100,11 
7 250 249,95 99,98 
8 250 249,04 99,62 
9 250 249,93 99,97 
10 250 250,09 100,04 
11 250 250,22 100,09 
12 250 250,51 100,20 
13 250 249,17 99,67 
14 250 249,30 99,72 
15 250 249,96 99,99 
16 250 248,79 99,52 
17 250 249,52 99,81 
18 250 249,50 99,80 
19 250 249,82 99,93 
20 250 250,09 100,04 
21 250 250,99 100,40 
22 250 249,50 99,80 
23 250 249,77 99,91 
24 250 249,74 99,90 
25 250 249,45 99,78 
26 250 251,01 100,40 
27 250 250,35 100,14 
28 250 250,47 100,19 
29 250 250,83 100,33 
30 250 250,68 100,27 
 
 
PROMEDIO 99,98 
 
 
RSD % 0,24 
Fuente: Elaboración propia, febrero 2017. 
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4.4.3.1 Prueba de Anderson-Darling del resultado del 
porcentaje de recuperación para la 
determinación de Ácido Mandélico del Nivel 1. 
MINITAB: Prueba de Anderson-Darling  
 
MÉTODO 
 
Hipótesis nula (HO): los errores siguen una distribución normal 
Hipótesis alterna(H1): los errores no siguen una distribución normal 
Nivel de significancia Alfa = 0.05 
 
REGLA DE DECISIÓN: 
Para rechazar la hipótesis nula es necesario que el: P-Valor < alfa 
 
DECISIÓN: 
El P-Value (0.886) es mayor que el nivel de significancia (0.05) por lo cual los 
datos se distribuyen normalmente. 
 
 
Figura 24: Prueba de Anderson-Darling para el Ácido Mandélico Nivel 1 (250 mg/L).  
Mean: media; st Desv: desviación estándar; N: tamaño de muestra; AD: Anderson 
Darling; P-Value: Valor P. 
Fuente: Resultado obtenido del programa a MINITAB, febrero 2017. 
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4.4.3.2 Prueba de t-STUDENT del resultado del 
porcentaje de recuperación para la 
determinación de ácido mandélico del Nivel 1. 
MINITAB T-student: ÁCIDO MANDÉLICO (250 mg/L)  
PRUEBA DE HIPÓTESIS 
Hipótesis nula: μ = 100.0% 
Hipótesis alterna: μ ≠ 100.0% 
ESTADISTICA 
Variable               N     Mean   StDev  SE Mean      T      P 
ÁCIDO MANDÉLICO mg/L  30  99.9827  0.2393   0.0437  -0.40  0.694 
 
Intervalo de confianza al 95% 
(99.8933, 100.0720) 
Donde:  
N      : tamaño de la muestra 
Mean   : media 
Std Dev: desviación estándar 
SE Mean: error estándar de la media 
T      : t-student  
P      : valor P 
 
CONCLUSIÓN: 
El P-Value (0.694) es mayor que el grado de significancia (0.05), por lo que 
podemos afirmar que los resultados del método no se diferencian 
significativamente con respecto al valor de referencia. 
 
  
Figura 25: Histograma del porcentaje de recuperación de ÁCIDO MANDÉLICO Nivel 1 
(250 mg/L). 
Fuente: Resultado obtenido del programa a MINITAB, febrero 2017. 
100.4100.2100.099.899.6
5
4
3
2
1
0
X
_
Ho
ÁCIDO MANDÉLICO mg/L
Fr
eq
ue
nc
y
Histogram of ÁCIDO MANDÉLICO mg/L
(with Ho and 95% t-confidence interval for the mean)
63 
 
4.4.4 Porcentaje de Recuperación para la determinación de 
ácido mandélico Nivel 2 (750,0 mg/L). 
Tabla 20: Recuperación de ácido mandélico nivel 2 en orina de pacientes no 
expuestos a estireno por HPLC.  
RECUPERACIÓN DE ÁCIDO MANDÉLICO NIVEL 2 
NÚMERO 
DE 
MUESTRA 
CONCENTRACIÓN 
mg/L 
CONCENTRACIÓN 
REAL 
mg/L 
RECUPERADO 
% 
1 750 748,61 99,45 
2 750 749,15 99,66 
3 750 748,54 99,42 
4 750 750,41 100,16 
5 750 749,95 99,98 
6 750 750,38 100,15 
7 750 750,26 100,10 
8 750 749,11 99,64 
9 750 750,66 100,27 
10 750 749,97 99,99 
11 750 749,73 99,89 
12 750 749,73 99,89 
13 750 748,94 99,58 
14 750 749,30 99,72 
15 750 749,03 99,61 
16 750 748,55 99,42 
17 750 749,67 99,87 
18 750 750,30 100,12 
19 750 749,20 99,68 
20 750 749,87 99,95 
21 750 750,50 100,20 
22 750 750,09 100,04 
23 750 750,34 100,14 
24 750 749,33 99,73 
25 750 750,02 100,01 
26 750 750,17 100,07 
27 750 749,51 99,80 
28 750 749,61 99,85 
29 750 748,74 99,50 
30 750 751,84 100,74 
  
PROMEDIO 99,89 
  
RSD% 0,30 
 
Fuente: Elaboración propia, febrero 2017. 
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4.4.4.1 Prueba de Anderson-Darling del resultado de 
porcentaje de recuperación para la determinación 
de ácido mandélico del Nivel 2. 
MINITAB: Prueba de Anderson-Darling  
 
MÉTODO 
 
Hipótesis nula (HO): los errores siguen una distribución normal 
Hipótesis alterna(H1): los errores no siguen una distribución normal 
Nivel de significancia Alfa = 0.05 
 
REGLA DE DECISIÓN: 
Para rechazar la hipótesis nula es necesario que el: P-Valor < alfa 
 
DECISIÓN: 
El P-Value (0.447) es mayor que el nivel de significancia (0.05) por lo cual los 
datos se distribuyen normalmente. 
 
 
Figura 26: Prueba de Anderson-Darling para ácido mandélico Nivel 2 (750 mg/L). 
Mean: media; st Desv: desviación estándar; N: tamaño de muestra; AD: Anderson 
Darling; P-Value: Valor P. 
Fuente: Resultado obtenido del programa a MINITAB, febrero 2017. 
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4.4.4.2 Prueba de t-STUDENT del resultado del Método de 
recuperación para la determinación de Ácido 
Mandélico Nivel 2. 
MINITAB T-student: ÁCIDO MANDÉLICO (750 mg/L)  
PRUEBA DE HIPÓTESIS 
Hipótesis nula: μ = 100.0% 
Hipótesis alterna: μ ≠ 100.0% 
ESTADISTICA 
Variable                    N     Mean   StDev  SE Mean      T      P 
ÁCIDO MANDÉLICO 750 mg/L   30  99.9727  0.1114   0.0203  -1.34  0.190 
 
Intervalo de confianza al 95%  
(99.9311, 100.0143)   
Donde:  
N      : tamaño de la muestra 
Mean   : media 
Std Dev: desviación estándar 
SE Mean: error estándar de la media 
T      : t-student  
P      : valor P 
 
CONCLUSIÓN: 
El P-Value (0.190) es mayor que el grado de significancia (0.05), por lo 
que podemos afirmar que los resultados del método no se diferencian 
significativamente con respecto al valor de referencia. 
 
 
Figura 27: Histograma de porcentaje de recuperación de ÁCIDO MANDÉLICO Nivel 2 
(750 mg/L). 
Fuente: Resultado obtenido del programa a MINITAB, febrero 2017. 
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4.5 RESULTADOS DE LA DETERMINACIÓN DE ÁCIDO 
FENILGLIOXÍLICO Y MANDÉLICO EN PACIENTES 
EXPUESTOS A ESTIRENO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Rango de concentración de Ácido fenilglioxílico 
+ ácido mandélico 
Límite: 400 mg/g creatinina 
CANTIDAD DE PACIENTES 
0-100 0 
101-200 0 
201-300 37 
301-400 3 
Figura 28: Diagrama de resultados de pacientes expuestos a estireno.  
Fuente: elaboración propia, febrero 2017. 
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V. DISCUSIONES 
El propósito de este estudio fue desarrollar un método sencillo y fiable 
para la cuantificación de ácido fenilglioxílico y ácido mandélico, en orina 
de pacientes expuestos a estireno; además de investigar las condiciones 
óptimas para el análisis de estos metabolitos por HPLC con el fin de 
separarlos adecuadamente. Para ello definimos primero un Sistema 
Preliminar, en base a la investigación bibliográfica, para luego de 
desarrollar un método preliminar, y por último este debe ser optimizado 
para mejorar al máximo la separación cromatográfica. Este proceso se 
realizó siguiendo las etapas descritas en el flujograma establecido (ver 
Anexo 7). 
El primer punto a evaluar en la etapa de ensayos preliminares es el 
tratamiento de muestra de orina, para ello describimos diferentes 
investigaciones, por ejemplo, como el método de “Determinación de ácido 
Mandélico y ácido Fenilglioxílico en orina” propuesto por Chua SC et al.16 
donde la preparación de la muestra sigue múltiples procedimientos, como 
de saturación con NaCl, acidificación con HCl 6N, extracción con acetil 
acetato, secado y posterior reconstitución con fase móvil. Por otro lado, 
en el trabajo de Shahtaheri, S. J et al.17 se empleó extracción en fase 
sólida para el tratamiento de la muestra, ya que proporciona mejores 
resultados que otro tipo de extracciones al eliminar los componentes de 
la matriz que interfieren con los analitos y concentrar estos últimos; pero 
a pesar de ser una técnica sencilla y rápida, necesita cartuchos especiales 
a base de sílica enlazada. Otras metodologías como Masana Ogata et 
al.15, Cheol-Woo Lee et al.21, Venzon Antunez et al.13 y Paci E et al.14 
utilizaron la dilución de la muestra en agua (1/100, 1/20, 1/10 y 1/3 
respectivamente) permitiendo un análisis rápido, de una sola etapa, y de 
bajo costo; de manera que para nuestro estudio utilizamos el tratamiento 
de la muestra por dilución. De los autores ya mencionados se optó por 
tomar la dilución 1:10 (Venzon Antunez et al.13) porque en las 
concentraciones muy diluidas, Masana Ogata et al.15 y Cheol-Woo Lee et 
al.21, podría ser necesario utilizar un estándar interno para obtener una 
elevada repetibilidad del método. En los resultados obtenidos por Paci E 
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et al.14 indican un riesgo de sobreestimación por el método de HPLC 
diseñado, esto podría ser debido a que no se ha reducido adecuadamente 
el efecto matriz, al encontrarse las muestras muy concentradas. Por otro 
lado, Venzon Antunez et al.13 afirma que en su metodología el efecto 
matriz tiene bajo impacto en el performance analítico del método.  
Ricard Boqué22 sugiere que una posibilidad para evitar el efecto matriz 
sería construir la recta de calibrado tomando una muestra parecida a la 
muestra problema, pero libre del analito a determinar (un blanco de 
muestra); de manera que para la Prueba de matrices (resultados  en  la 
tabla  7, los  Cromatogramas  en el Anexo 1) se escogió la Matriz 10 
(Figura 2), ya que es la que menos impurezas presentó y no se detectó 
presencia de PGA y MA. Esta matriz seleccionada es la que usaremos en 
todo el estudio para realizar los ensayos y nos servirá para elaborar la 
curva de calibración. 
Del análisis de la literatura, para determinar la longitud de onda, se optó 
por realizar un barrido realizó de 200 - 400 nm con la ayuda de un equipo 
con detector de arreglo de Diodos. Además, considerando que las 
absorbancias de los analitos en el UV son sensibles a los cambios de 
solventes y variaciones de pH.  Los analitos de interés fueron detectados 
desde la longitud de onda de 254 nm para PGA y MA (figura 4), donde 
presentaron las mayores absorbancias y no presentó demasiada 
interferencia, ruido, además presento definición de la línea base de los 
picos de PGA y MA.  
La determinación del volumen de inyección se realizó en tres pruebas de 
20 µL, 10 µL y 5µL. En la Figura 5 y Figura 6 correspondiente al 
cromatograma de 20 µL y 10µL respectivamente, se observa que el pico 
cromatográfico correspondiente al PGA presenta una deformación 
cromatográfica (pico con cola) y el MA se observa como un pico ancho. 
Podría considerarse la posibilidad de que la columna se haya 
sobrecargado con exceso de muestra; para solucionar este problema es 
apropiado reducir la cantidad de volumen inyectado, según A. Dos Santos 
Neto 23 y Crawford Scientific18. En la Figura 7 (cromatograma 5 µL), el pico 
de MA presento una notable simetría; de otro lado el pico de PGA se 
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muestra más esbelto que en los anteriores cromatogramas, pero no es el 
pico gaussiano necesario para la cuantificación de este metabolito. Por 
ello, otra solución que se evalúa es utilizar buffer fosfatos como fase móvil. 
La presencia de mecanismos mixtos de retención es el inconveniente más 
severo en el desarrollo de un método. Este efecto se manifiesta como 
asimetría en los picos que presentan interacción mientras que los que no 
lo hacen suelen dar picos simétricos, como se observa en la Figura 5 con 
el pico de PGA. Estos mecanismos de retención suelen aparecer en los 
casos donde la naturaleza del material de relleno de la columna induce a 
la retención de ciertos analitos por más de un mecanismo. Los 
responsables de este tipo de fenómeno son los grupos silanol sin recubrir 
de la columna que interaccionan por enlaces de hidrógeno con el analito. 
La solución a este problema consiste en desarrollar un método que 
minimice estos efectos, de manera que para evitar el intercambio iónico 
con los grupos silanol será necesario bloquear esta capacidad de 
intercambio iónico. En este caso se recomienda utilizar fases móviles 
bufferadas con alta concentración de buffer o disminuir el valor de pH de 
la fase móvil por debajo de 3, de tal manera de suprimir la disociación de 
los grupos silanol. 12,18 Siguiendo estas recomendaciones se optó por 
trabajar con una fase móvil de fosfato monobásico de potasio. Esta fase 
móvil preliminar es una modificación de la fase móvil usada por Antunes 
et al.13 y consta de fosfato monobásico de potasio 20 mM pH 3,0 (80 %) – 
Acetonitrilo (20 %), siguiendo las recomendaciones ya mencionadas. 
En el Figura 8 se observa que en los primeros 5 minutos del 
cromatograma eluyen una serie de impurezas propias de la matriz de 
orina; también se aprecia que no existe una adecuada simetría del pico 
de PGA (tr 5,74), ni  resolución  entre  los  picos de   PGA (tr 5,74) y MA 
(tr 9,50). Los picos con tiempos de retención 17,333 y 30,0587 
corresponden al ácido hipúrico (biomarcador de exposición a tolueno) y 
ácido Metilhipúrico (biomarcador de exposición a xileno) respectivamente. 
El laboratorio toxicológico en el cual se desarrolla el presente estudio de 
investigación ya se realizan pruebas para la determinación de 
biomarcadores para la exposición a tolueno y xileno con una metodología 
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similar a la que se está desarrollando en el presente estudio. Por ello estos 
analitos son incorporados en el ensayo a fin de observar su 
comportamiento y así en un futuro unificar una sola técnica que nos 
permita el análisis de estos 4 biomarcadores en una sola corrida 
cromatográfica, con este fin se incrementa el tiempo de corrida a 40 
minutos. Con los resultados obtenidos en esta etapa de ensayo 
preliminares se define las condiciones cromatográficas iniciales del 
presente estudio de investigación, el cual se indica en el ítem 3.2.2.2.5.  
La siguiente etapa es la optimización del método, el primer paso es el 
ajuste de los parámetros cromatográficos. Teniendo en cuenta que el 
objetivo primario de la cromatografía es la separación de los componentes 
en una mezcla, y el grado de separación se mide por un parámetro 
llamado resolución (R> 1,5).12 Por otro lado, para obtener resultados 
cuantitativamente válidos es necesario trabajar sobre picos simétricos 
(gaussianos). Los resultados de la optimización se observan en su 
respectivo cromatograma y la calidad de estos puede ser juzgada por la 
apreciación visual; sin embargo, la evaluación cuantitativa es la menos 
subjetiva y permite aplicar evaluaciones globales de diseños de 
optimización como el presente. 12 
Se realizó la optimización del método en cuatro etapas, siguiendo el 
flujograma en el anexo 7, éstas consisten en disminución del acetonitrilo, 
variación de la concentración de Buffer fosfato, determinación del pH 
óptimo y variación de flujo. 
En la prueba de disminución de acetonitrilo (ítem 3.2.3.1) se observa 
diferencia significativa entre los resultados de la fase móvil 1 (tabla 11) y 
la fase móvil 2 (tabla 12). La disminución de este modificador orgánico, 
acetonitrilo, provoco el aumento de los tr y favoreció el incremento de la 
resolución; por lo tanto, mejor separación entre los analitos PGA y MA, 
pero disminuye sensiblemente el número de platos teóricos con la fase 
móvil 2, lo que se evidencia comparando los resultados de la tabla 11 y 
12. Referencias bibliográficas recomiendan que en la composición de la 
fase móvil (en fase reversa) el contenido de agua no supere el 95 %; ya 
que valores superiores origina un colapso de la fase estacionaria que se 
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describe como una auto-asociación de los ligandos hidrofóbicos alquil y 
aril de la fase estacionaria en un intento de evitar a un eluyente altamente 
polar, como consecuencia de este proceso la superficie de la sílice se 
desactiva con la consiguiente pérdida de resolución18. En base a los 
resultados obtenidos y a la recomendación ya mencionada se determina 
no realizar más ensayos en relación a la disminución de acetonitrilo y se 
determina que el contenido de modificador orgánico en la fase móvil es de 
10 % de acetonitrilo. 
Para la prueba de concentración de Buffer fosfato (ítem 3.2.3.2.) se 
parte de la concentración inicial de buffer de 20 mM (ítem 3.2.2.2.3.), fase 
móvil del ensayo preliminar; en este estudio nos orientamos a disminuir la 
concentración del buffer fosfato debido que en concentraciones elevadas 
puede cristalizarse en presencia de acetonitrilo.23 En el cromatograma la 
fase móvil 1 (Figura 11) se muestra la separación de PGA y MA en 
presencia de Fosfato monobásico de potasio 15 mM pH 3,0, con una 
resolución de 1.23 (tabla 1); separación que es insuficiente para 
cuantificarlos. Por otro lado, en el cromatograma de la Figura 10 al 
disminuir la concentración del buffer a 10 mM, ya se obtiene una 
resolución de 1,66, separación que ya es suficiente para poder 
cuantificarlos. Además, se observa un aumento de la eficiencia de la 
columna cromatográfica en la tabla 13, esto indicaría un equilibrio en la 
interacción de la muestra con columna cromatográfica mucha más rápido 
logrando un menor ensanchamiento de los picos al atravesarla, por lo que 
se continua con esta modificación de la fase móvil y se pasa al siguiente 
ensayo de optimización.   
La determinación del pH óptimo de la fase móvil constituye un 
parámetro crítico, ya que tiene un efecto importante en la separación de 
los analitos. Como ya se mencionó anteriormente, al reducir el pH de la 
fase móvil se suprime la ionización de cualquier grupo silanol y con un 
pH< 3 es suficiente para conseguir este propósito. Adicionalmente el 
empleo de un pH bajo asegura la protonación de los analitos ácidos, 
aumentando su retención y minimizando cualquier interacción iónica. 
Antecedentes como V. Antunes et al.13 que trabajó una fase móvil de 
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fosfato 50 mM a pH 2,3, de otro  lado  Paci E et al.14 usó  buffer  fosfato  
10 mM a pH 3,0 y Chua SC et al.16 usó una fase móvil de metanol 10 % y 
90 % de ácido acético glacial al 0,5 % a un pH 4,5 nos permiten determinar 
que el rango de pH a evaluar en el presente estudio será de 2 a 3. Otro 
punto importante es el rol del tampón fosfato, este funcionará con mayor 
eficiencia cuando se encuentre en +1 unidad de pH del pKa del analito.18 
El MA es un compuesto ionizable con un pka de 3,85 según Shahtaheri et 
al.17 y el PGA   presenta un pKa 1,3 según C. Kerber et al.25 
Al comparar los resultados de los pH 2,9; 2,8 y 2,7 se observa diferencias 
significativas en los parámetros cromatográficos (tabla 14, 15 y 16), 
siendo los valores del pH 2,8 los que más ajustan a los criterios de 
aceptación. Por otro lado, en la figura 16, correspondiente al pH 2,5, se 
aprecia visualmente en el cromatograma presenta distorsiones de la línea 
base; esto sería ocasionado por la hidrólisis del material de relleno de la 
columna. Según O. Qualtrocchi 12, esta hidrólisis se da en las cadenas 
alquílicas unidas a los grupos silanol de la sílica y a pH inferiores de 2,5; 
sin embrago la columna Eclipse XDB-C18 evidencia este fenómeno en un 
pH 2,5; por ende, ya no es posible realizar ensayos a pH inferiores, 
además no es factible en este cromatograma calcular con precisión los 
valores de sus parámetros cromatográficos.  
En el ensayo de variación de flujo (ítem 3.2.3.4) los resultados que se 
obtuvieron (tabla 18) del cromatograma de la figura 17 son satisfactorios. 
En primer lugar, los factores de cola son menores a 2 en los picos de PGA 
(1,50) y MA (1,27) siendo indicativos de una elevada simetría del pico. La 
resolución entre los picos de PGA y MA es de 4,27; resolución que 
encuentra por encima de 1,5, lo que nos indica que esta columna posee 
una alta selectividad por los analitos ya que manifiesta una elevada 
afinidad por la estructura de los compuestos, lo cual es favorable para la 
separación de PGA y MA. Por último, existe un incremento de la eficiencia 
de la columna cromatográfica en relación al número de platos teóricos (N), 
con respecto a las fases móviles preparadas en ítem 4.2.3. En 
consecuencia, con estas condiciones cromatográficas de optimización se 
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finaliza el desarrollo del método y queda como base para estudios 
posteriores como la validación de dicho método.  
La definición de Veracidad la encontramos en la ISO 5725 parte 1 y la 
define como el “grado de concordancia entre el valor medio, obtenido de 
una gran serie de resultados, y el valor de referencia”.  La gran serie de 
resultados corresponde al número de muestras (n), en nuestro estudio se 
define que el “n” corresponde a 30 repeticiones; con este número de 
repeticiones se cumple el teorema de límite central, donde se indica que 
con un n> 30 el ratio entre la varianza poblacional se convierte en varianza 
muestral, por ende, la desviación estándar poblacional es igual a la 
desviación estándar muestral. Teniendo en consideración lo anterior se 
determina la veracidad del presente estudio. 
La determinación de la Veracidad del Método se evalúa en dos aspectos. 
El primero en relación a PGA, para ello usamos Muestras de Referencia 
Certificada (MRC), Bio-Rad (Anexo 3), en presentación de dos niveles. La 
concentración de PGA en el Bio-Rad nivel 1 es de 45,4 mg/L y en el Bio-
Rad nivel 2 es de 218,0 mg/L. El segundo es en relación al MA, al no 
contar con valores para este analito en el Bio-Rad se decide trabajar en 
relación a la Recuperación de este analito después de agregar una 
cantidad conocida del mismo a una matriz blanco, esta adición se realiza 
en dos niveles. La concentración de MA en el Nivel 1 es de 250 mg/L y en 
el Nivel 2 es 750 mg/L.   
Estadísticamente determinamos la veracidad con el estadístico t- Student; 
con éste estadístico se determina si el valor medio y el valor considerado 
verdadero (valor de la MRC) no difieren significativamente para un grado 
de probabilidad determinado. El criterio de aceptación nos indica que si el 
valor P es mayor que el grado de significancia (0,05), podemos afirmar 
que los resultados del método no se diferencian significativamente con 
respecto al valor de referencia.  
La distribución de los resultados del Bio-Rad Nivel 1 (ítem 4.4.1.1) 
presenta una distribución Normal con un valor P de 0,547. En la 
determinación de la t-Student del Bio-Rad Nivel 1 presenta un valor P de 
0,916 y el promedio de los resultados es de 45,407 mg/L; este promedio, 
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en el histograma del PGA Nivel 1 (figura 21), se encuentra en el intervalo 
de confianza. De los datos señalados se afirma que los resultados del Bio 
- Rad Nivel 1 (  = 45,407 mg/L) no se diferencian significativamente con 
respecto al valor de MRC que es 45,4 mg/L (Anexo 3). En el caso del Bio-
Rad Nivel 2 (ítem 4.4.2) la Prueba de Anderson Darling el valor P es de 
0,965 (figura 22); es decir que presenta una distribución normal. La 
Prueba de t-Student para este nivel presentó un valor P de 0,326 y un 
promedio de 218,085 mg/L, el cual se encuentra dentro del intervalo de 
confianza, según el histograma (Figura 23). De estos datos se concluye 
que no existe diferencia significativa de los resultados del Bio-Rad Nivel 2 
con respecto al valor de la MRC que es de 218 mg/L (Ver Anexo 3). 
En la recuperación de MA en el Nivel 1, la Prueba de Anderson Darling 
tiene una distribución normal con un valor P de 0,886. En la Prueba de t-
Student del mismo nivel el valor P es de 0,694 y el promedio de 
recuperación es de 99,9827 %, el cual se encuentre en el intervalo de 
confianza según el histograma (Figura 24). De otro lado la Recuperación 
de MA en el Nivel 2, con la prueba de Anderson Darling, presentó una 
distribución normal con un valor P de 0,447. En la Prueba de t-Student 
para este nivel el valor P es de 0,190 y tiene el promedio de las 
recuperaciones es de 99,9727 %; valor que se encuentra en el intervalo 
de confianza según el histograma (Figura 25). De los datos de 
recuperación de MA en el nivel 1 y nivel 2, se concluye que no existe 
diferencia significativa de los resultados de recuperación con respecto al 
valor teórico (recuperación 100 %). 
En la curva del método para PGA presenta coeficiente de determinación 
(r2) de 0,999990, superando el criterio de aceptación de mínimo 0,99 y 
además un coeficiente de correlación (r) de 0,999995 con un criterio de 
aceptación de mínimo 0,995. Con estos valores se determina que existe 
una relación entre las concentraciones de las muestras leídas y las 
repuestas del equipo para el método desarrollado. En la Curva del método 
para MA presenta un coeficiente de determinación (r2) de 0,998985, 
superando el criterio de aceptación de mínimo 0,99 y un coeficiente de 
correlación (r) con un resultado de 0,999492, superando el criterio de 
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aceptación de mínimo 0,995. Con estos valores se determina que existe 
una relación entre las concentraciones de las muestras leídas y las 
repuestas del equipo para el método desarrollado. 
Cumpliendo este criterio se concluye que nuestro método nos da 
resultados confiables para la determinación de estos biomarcadores en 
orina de pacientes expuestos a estireno. 
Para la aplicación del método desarrollado se analizó las muestras de 
orina de 40 trabajadores que laboran en una fábrica privada en la línea de 
químicos utilizando estireno como disolvente y reactivo en su proceso de 
producción, en estos trabajadores se cuantificó PGA y MA siendo estos 
biomarcadores de exposición a estireno. Según la publicación de 
Threshold Limits Values for Chemical Substances and Physical Agents 
and Biological Exposure Indices del 2017 de la ACGIH indica como límite 
de exposición biológico para el estireno  un valor de  máximo permitido de 
400 mg/g creatinina (expresada como sumatoria de ácido fenilglioxílico y 
ácido mandélico).10  En  los resultados  obtenidos todos los valores de los  
trabajadores  se encuentran   dentro   del límite   exposición   biológico 
permitido,   obteniéndose   un   máximo   de  359,76 mg/g  creatinina 
(Figura 26).  
Nuestros resultados muestran que las medidas como el uso de equipos 
de protección como respiradores, disminuyen las probabilidades del 
riesgo para los trabajadores expuestos a estireno. M. Poláková en el 
Study of urinary concentrations of mandelic acid in employees exposed to 
styrene indica que el efecto de la exposición a estireno merece estudios 
adicionales de sus metabolitos en el cuerpo humano y además que, 
aunque las concentraciones de MA en sujetos expuestos se encuentren 
dentro de los límites biológicos, puede haber riesgos de exposición a largo 
plazo. 26 
  
76 
 
VI. CONCLUSIONES 
 
1. Se desarrolló un método cuantitativo por HPLC para la determinación 
PGA y MA como indicadores biológicos de la exposición a Estireno.  
2. Se optimizó los parámetros cromatográficos del método desarrollado 
cumpliendo los criterios cromatográficos como: asimetría de pico (PGA 
de 1,5 y el MA de 1,27); una resolución de 4,27 y una adecuada 
eficiencia de la columna para cada pico.  
3. Se determinó la confiabilidad del método cuantitativo para la 
determinación de ácido fenilglioxílico y ácido mandélico, se concluye 
que no existe diferencia significativa entre del valor de referencia con 
respecto al valor obtenido.  
4. Se aplicó el método desarrollado en muestras de orina de pacientes 
expuestos a estireno y cuantificó los biomarcadores de ácido 
fenilglioxílico y ácido mandélico. Siendo el valor máximo determinado 
de 359,76 mg/g creatinina; encontrándose este resultado por debajo 
del valor máximo de 400,00 mg/g creatinina propuesto por la ACGIH.  
5. Se desarrolló un método cuantitativo sencillo y viable para su 
aplicación en laboratorios de diagnóstico clínico-toxicológico. 
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VII.  RECOMENDACIONES 
 
1. Se recomienda una validación de la técnica analítica que incluya a 
los biomarcadores de exposición a tolueno (ácido hipúrico) y xileno 
(ácido metilhipúrico). 
2. Se recomienda que la toma de muestra de los pacientes se ciña a 
su respectivo protocolo, al final de la jornada laboral. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
78 
 
VIII. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
 
 
1. OSALAN. Instituto Vasco de Seguridad y Salud Laborales. Exposición 
a estireno en la fabricación de poliéster reforzado con fibra de vidrio. 
[Internet]. España. 2003 marzo: pp. 9- 12. [Citado el 20 de octubre del 
2014]. Disponible desde: 
http://www.elergonomista.com/ESTIRENO.PDF 
2. Sociedad Nacional de Industrias. Instituto de estudios económicos y 
sociales. Resumen Ejecutivo Industria de fabricación de productos 
plásticos [Internet]. Perú. 2014 febrero: pp. 1 – 2. Disponible desde: 
http://www.sni.org.pe/wp-
content/uploads/2014/03/RE_Industria_Plasticos_Feb2014.pdf 
3. Agencia para Sustancias Tóxicas y el Registro de Enfermedades 
(ATSDR). Adenda a la Reseña Toxicológica del Estireno. [Internet].  
2011. [Citado el 20 de octubre del 2014]. Disponible desde: 
https://www.atsdr.cdc.gov/es/toxfaqs/es_tfacts53.html 
4. National Research Council. Review of the styrene Assessment in The 
national toxicology. Program 12th Report of Carcinogens. EEUU. 
2014; pp. 32-56. [Citado el 20 de octubre del 2014].  Disponible desde: 
https://www.nap.edu/read/18725/chapter/ 
5. World Health Organization. International Agency for Research on 
Cancer (IARC). Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks 
to Humans [Internet]. Francia: IARC. 2002; Monographs Volume 82. 
[Citado el 20 de octubre del 2014]; pp. 522. Disponible desde: 
http://monographs.iarc.fr/ENG/Monographs/vol82/mono82-9.pdf 
6. Ministerio de empleo y seguridad social de España. Instituto Nacional 
de Seguridad e Higiene en el Trabajo. Límites de exposición 
profesional para agentes químicos en España 2014 [Internet]. España, 
Madrid; Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo 
(INSHT); 2014 Enero: pp. 67 [Citado el 20 de octubre del 2014] 
Disponible desde: 
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/LEP%20_V
79 
 
ALORES%20LIMITE/Valores%20limite/Limites2014/FINAL%20-
%20Web%20v5%20-%20LEP%202014%20-%2029-01-2014.pdf 
7. R. R. Miller, PhD and G. Cruzan, PhD. Styrene Metabolism and 
Toxicokinetics. The SIRC Review. The Styrene Information and 
Research Center.  [Internet]. 1994 noviembre, Vol. 4, No. 1 [citado el 
10 de febrero de 2017], pp: 8-13. Disponible desde: 
http://styrene.org/wp-content/uploads/2016/07/TSR_Vol4-No-1.pdf 
8. Agencia para Sustancias Tóxicas y el Registro de Enfermedades 
(ATSDR). Resúmenes de Salud Pública - Estireno (Styrene). [Internet].  
2011. [Citado el 20 de octubre del 2014]. Disponible desde: 
https://www.atsdr.cdc.gov/es/phs/es_phs53.html 
9. Aspey L., Pereira D., Milton. Determination of Occupational Exposure 
to Aromatic Solvents Through Metabolite Monitoring Using Isocratic 
HPLC. Thermo Fisher Scientific. 2008. Disponible desde: 
https://www.thermofisher.com.au/Uploads/file/Scientific/Applications/
Scientific-Instruments-Automation/Determination-of-Occupational-
Exposure-to-Aromatic-Solvents-Using-Isocratic-HPLC.PDF 
10. American Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH). 
TLVs and BEIs base on the Documentation of the Threshold Limits 
Values for Chemical Substances and Physical Agents and Biological 
Exposure Indices 2017 [Internet]. Estados Unidos; Signature 
Publications, 2017 [citado 20 febrero del 2017] pp. 135. Disponible en: 
https://www.slideshare.net/AlexandreDalmas/1-2017-tl-vs-and-beis-
book 
11. Congreso de la República del Perú. Ley de seguridad y salud en el 
trabajo Nº29783 [Internet]. Perú. Agosto 2011. Título IV Capítulo III 
Artículo 36 Incisos c y h. [Citado el 20 de octubre del 2014] Disponible 
desde: http://www.trabajo.gob.pe/mostrarBusquedaSNIL.php?tip=20 
12. Qulttrocchi O., Introducción a la HPLC, Buenos Aires Argentina: Artes 
gráficas Farro S. A., 1992 [citado el 20 febrero del 2017], pp. 366, 373-
379, 287. 
13. Antunes M., Patuzzi A, Linden R. Determinação simultânea de 
creatinina e indicadores biológicos de exposição ao tolueno, estireno 
80 
 
e xilenos em urina por cromatografia líquida de alta eficiência. Quím. 
Nova [Internet]. 2008, vol.31, n.7 [citado el 20 febrero del 2017], 
pp.1865-1868. Disponible desde: 
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
40422008000700045&lng=en&nrm=iso>. ISSN 0100-4042.  
http://dx.doi.org/10.1590/S0100-40422008000700045. 
14. Paci E., Pigini D., Caporossi L., De Rosa M., Santoro A., Sisto R., 
Papaleo B., Tranfo G. Matrix effect in the Quantitative Determination 
of Mandelic and Phenylglyoxylic Acid in Urine Samples by HPLC-
MS/MS with Isotopic Dilution. Current Analytical Chemistry [Internet]. 
2013, Vol. 9 [citado el 20 febrero del 2017], pp 439-446. Disponible 
desde: 
https://www.researchgate.net/publication/246547934_Matrix_effect_in
_the_quantitative_determination_of_mandelic_and_phenylglyoxylic_a
cid_in_urine_samples_by_HPLC-MSMS_with_isotopic_dilution 
15. Ogata M., Taguchi T. Simultaneous determination of urinary creatinine 
and metabolites of toluene, xylene, styrene, ethylbenzene and phenol 
by automated high performance liquid chromatography. International 
Archives of Occupational and Environmental Health [Internet]. 1988 
octubre, Vol. 61 [citado el 20 febrero del 2017], pp. 131-140. Disponible 
desde: https://link.springer.com/article/10.1007/BF00381617 
16. Chua SC, Lee BL, Liau LS, Ong CN. Determination of mandelic acid 
and phenylglyoxylic acid in the urine and its and use in monitoring of 
styrene exposure. Journal of Analytical Toxicology. [Internet]. 1993 
Mayo-Junio, Vol. 17 [citado el 20 febrero del 2017], pp. 129-132. 
Disponible desde: http://www.fcfar.unesp.br/arquivos/562761.pdf  
17. Shahtaheri S., Abdollahi M., Golbabaei F., Rahimi-Froushani A. y 
Ghamari F. Monitoring of Mandelic acid as Biomarker of Enviromental 
and Occupational Exposure to Styrene. International Journal of 
Occupational Safety and Ergonomics. [Internet]. 2015 Vol 21, N° 3, 
[citado el 20 febrero del 2017], pp 359-364. Disponible desde: 
https://www.researchgate.net/publication/281483106_Biological_Moni
toring_of_Glazers_Exposed_to_Lead_in_a_Ceramic_Industry_Iran 
81 
 
18. Crawford Scientific, Incidencias y Mantenimiento en HPLC, ®Crawford 
Scientific 2007 [Internet], 2007 [citado el 20 febrero del 2017], pp. 87-
105, disponible desde: http://slideflix.net/doc/661293/incidencias-y-
mantenimiento-en-hplc 
19. Convención de la Farmacopea de los Estados Unidos de América. 
Farmacopea de los EEUU, USP XXXVII & NF 32. 2014, Tomo I, 
Capítulos generales. pp. 733-752 
20. Varona J., Escribano E., Martín-Calderón JL. Fenobarbital: 
farmacocinética, toxicología y monitorización por el Laboratorio. 
Revista de Diagnóstico Biológico [Internet]. 2001 Marzo [citado 20 
febrero del 2017]; Vol. 50, N° 1: pp 13-16. Disponible en: 
http://scielo.isciii.es/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-
79732001000100002&lng=es. 
21. Lee Ch., Lee Je., Lee Ja. Han E., Min K., Joon H., Yeom H., Kim U., 
Youm J., Sang B. Rapid HPLC Method for the Simultaneous 
Determination of Eight Urinary Metabolites of Toluene, Xylene and 
Styrene. Bulletin of the Korean Chemical Society [Internet] 2009, vol. 
30 , N°9 [citado el 20 febrero del 2017], pp. 2021-2026. Disponible 
desde: http://cat.inist.fr/?aModele=afficheN&cpsidt=21993253 
22. Boqué R., La selectividad en análisis químico. Grupo de Quimiometría 
y Cualimetría. Universidad Rovira i Virgili (Tarragona) [Internet]. 2003 
[citado el 20 febrero del 2017]. pp 6-7. Disponible desde: 
http://www.quimica.urv.es/quimio/general/selectividad.pdf 
23. Dos Santos A. Problemas com o formato dos picos em cromatografia 
líquida. Scientia Chromatographica [Internet], 2009; Volumen 1, N°4 
[citado el 20 febrero del 2017]: pp 55-61. Disponible desde: 
http://www.scientiachromatographica.com/files/v1n4/v1n4a6.pdf 
24. Cromlab S.L. Blog de Cromatografía. Como obtener buenos 
resultados en HILIC. Parte 3: Desarrollo de Métodos. España 
[Internet], [citado el 20 febrero del 2017], disponible desde:  
http://blog.cromlab.es/como-obtener-buenos-resultados-en-hilic-
parte-3-desarrollo-de-metodos/ 
82 
 
25. Kerber R., Fernando M. α-Oxocarboxylic Acids. Journal of chemical 
education [Internet]. 2010 agosto. Vol. 87 N° 10.  [citado el 20 febrero 
del 2017], pp. 1079 - 1084. Disponible desde: 
http://pubs.acs.org/doi/pdf/10.1021/ed1003096 
26. Laffon B., Lema M., Méndez J. Simultaneous high-performance liquid 
chromatographic determination of urinary and phenylglyoxylic acids as 
indirect evaluation of styrene exposure. J.Chromatogrb. 2001, 
753,385-93. 
  
83 
 
IX. ANEXOS 
 
ANEXO 1: CROMATOGRAMAS OBTENIDOS DEL TRATAMIENTO DE 
MUESTRAS Y ELECCIÓN DE MATRIZ  
 
MATRIZ 1 
 
Fuente:  HPLC Agilent Technologies 1260 con detector UV-Vis con arreglos de 
diodos (DAD). Sistema: Blufstein. 
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MATRIZ 2 
 
Fuente:  HPLC Agilent Technologies 1260 con detector UV-Vis con arreglos de 
diodos (DAD). Sistema: Blufstein. 
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MATRIZ 3 
 
Fuente:  HPLC Agilent Technologies 1260 con detector UV-Vis con arreglos de 
diodos (DAD). Sistema: Blufstein. 
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MATRIZ 4 
 
Fuente:  HPLC Agilent Technologies 1260 con detector UV-Vis con arreglos de 
diodos (DAD). Sistema: Blufstein. 
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MATRIZ 5 
 
Fuente:  HPLC Agilent Technologies 1260 con detector UV-Vis con arreglos de 
diodos (DAD). Sistema: Blufstein. 
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MATRIZ 6 
 
Fuente:  HPLC Agilent Technologies 1260 con detector UV-Vis con arreglos de 
diodos (DAD). Sistema: Blufstein. 
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MATRIZ 7 
 
Fuente:  HPLC Agilent Technologies 1260 con detector UV-Vis con arreglos de 
diodos (DAD). Sistema: Blufstein. 
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MATRIZ 8 
 
Fuente:  HPLC Agilent Technologies 1260 con detector UV-Vis con arreglos de 
diodos (DAD). Sistema: Blufstein. 
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MATRIZ 9 
 
Fuente:  HPLC Agilent Technologies 1260 con detector UV-Vis con arreglos de 
diodos (DAD). Sistema: Blufstein. 
 
92 
 
MATRIZ 10 
 
Fuente:  HPLC Agilent Technologies 1260 con detector UV-Vis con arreglos de 
diodos (DAD). Sistema: Blufstein. 
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ANEXO 2: APTITUD DE SISTEMA DE DETERMINACIÓN DE ÁCIDO 
FENILGLIOXÍLICO Y ÁCIDO MANDÉLICO 
 
 
Fuente:  HPLC Agilent Technologies 1260 con detector UV-Vis con arreglos de 
diodos (DAD). Sistema: Blufstein. 
Fase móvil 1: Fosfato monobásico de potasio 20 mM pH 3,0 (85 %) –Acetonitrilo (15 %) 
Fase móvil 2: Fosfato monobásico de potasio 20 mM pH 3,0 (90 %) - Acetonitrilo (10 %) 
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Fuente:  HPLC Agilent Technologies 1260 con detector UV-Vis con arreglos de 
diodos (DAD). Sistema: Blufstein. 
 
Fase móvil 2: Fosfato monobásico de potasio 10 mM pH 3,0 (90 %) – Acetonitrilo (10 %) 
Fase móvil 1: Fosfato monobásico de potasio 15 mM pH 3,0 (90 %) – Acetonitrilo (10 %) 
95 
 
 
Fuente:  HPLC Agilent Technologies 1260 con detector UV-Vis con arreglos de 
diodos (DAD). Sistema: Blufstein. 
Fase Móvil 1: Fosfato monobásico de potasio 10 mM pH 2,9 (90 %)–Acetonitrilo (10 %) 
Fase Móvil 2: Fosfato monobásico de potasio 10Mm pH 2.8 (90 %)–Acetonitrilo (10 %) 
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Fuente:  HPLC Agilent Technologies 1260 con detector UV-Vis con arreglos de 
diodos (DAD). Sistema: Blufstein. 
Fase Móvil 3: Fosfato monobásico de potasio 10 mM pH 2,7 (90 %)–Acetonitrilo (10 %) 
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Fuente:  HPLC Agilent Technologies 1260 con detector UV-Vis con arreglos de 
diodos (DAD). Sistema: Blufstein. 
Fase móvil: Fosfato monobásico de potasio 10mM pH 2,8 (90 %) –Acetonitrilo (10 %) 
 Flujo 0,8 mL/min. 
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ANEXO 3: CERTIFICADO DEL CONTROL BIO-RAD 
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ANEXO 4: CERTIFICADO DEL OPERATIVIDAD DEL EQUIPO HPLC 1260 
DAD 
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ANEXO 5: RESULTADOS DE VERIFICACIÓN OPERACIONAL EQUIPO 
HPLC 1260 DAD 
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ANEXO 6: CERTIFICADO DE COLUMNA 
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ANEXO 7: FLUJOGRAMA DE DESARROLLO DEL MÉTODO ANALÍTICO 
 
 
Fuente:  Elaboración propia. Febrero 2014. 
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ANEXO 8: RESULTADOS BIO-RAD NIVEL 1 
 
 
Fuente:  HPLC Agilent Technologies 1260 con detector UV-Vis con arreglos de 
diodos (DAD). Sistema: Blufstein. 
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ANEXO 9: RESULTADOS BIO-RAD NIVEL 2 
 
 
Fuente:  HPLC Agilent Technologies 1260 con detector UV-Vis con arreglos de 
diodos (DAD). Sistema: Blufstein. 
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ANEXO 10: RESULTADOS DE ÁCIDO MÁNDELICO NIVEL 1 
 
 
Fuente:  HPLC Agilent Technologies 1260 con detector UV-Vis con arreglos de 
diodos (DAD). Sistema: Blufstein. 
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ANEXO 11: RESULTADOS DE ÁCIDO MÁNDELICO NIVEL 2 
 
 
Fuente:  HPLC Agilent Technologies 1260 con detector UV-Vis con arreglos de 
diodos (DAD). Sistema: Blufstein. 
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ANEXO 12: RESULTADOS DE PACIENTES EXPUESTOS A ESTIRENO 
 
Fuente:  HPLC Agilent Technologies 1260 con detector UV-Vis con arreglos de 
diodos (DAD). Sistema: Blufstein. 
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ANEXO 13: ENCUESTA 
 
Fuente:  Elaboración propia. Febrero 2014. 
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ANEXO 14: CUADRO DE INFORMACIÓN DE PACIENTES 
Fuente:  Elaboración propia. Febrero 2014. 
PACIENTE 
CODIGO 
EDAD 
(AÑOS) 
TIEMPO 
LABORANDO 
(MESES) 
SIGNOS Y/O SINTOMAS 
A001 31 8 Irritación de garganta (tos) 
A002 33 10 Cefaleas 
A003 42 12 Irritación de la nariz (resfrío, catarro) 
A004 40 13 Irritación de boca. 
A005 31 10 Vértigos (mareos) 
A006 30 10 Cefaleas 
A007 32 6 Irritación de boca. 
A008 32 9 Náuseas 
A009 33 8 Náuseas 
A010 35 8 Irritación de boca. 
A011 32 9 Náuseas 
A012 30 6 Irritación de garganta (tos) 
A013 34 7 Náuseas 
A014 35 7 Vértigos (mareos) 
A015 38 11 Náuseas 
A016 36 10 Irritación de boca. 
A017 36 12 Irritación de boca. 
A018 33 11 Irritación de boca. 
A019 32 9 Náuseas 
A020 30 10 Vértigos (mareos) 
A021 34 11 Irritación de la nariz (resfrío, catarro) 
A022 35 12 Náuseas 
A023 39 13 Irritación de garganta (tos) 
A024 40 13 Náuseas 
A025 41 12 Cefaleas 
A026 33 12 Irritación de la nariz (resfrío, catarro) 
A027 40 12 Irritación de boca. 
A028 41 10 Náuseas 
A029 42 15 Vértigos (mareos) 
A030 39 16 Irritación de garganta (tos) 
A031 39 14 Náuseas 
A032 37 15 Irritación de la nariz (resfrío, catarro) 
A033 38 12 Irritación de boca. 
A034 33 12 Náuseas 
A035 33 12 Cefaleas 
A036 32 12 Irritación de garganta (tos) 
A037 31 13 Irritación de boca. 
A038 30 14 Náuseas 
A039 35 14 Cefaleas 
A040 36 12 Irritación de garganta (tos) 
OBSERVACIÓN: INFORMACIÓN RECOPILADA EN LA ENCUESTA 
